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1. Lista de Abreviaturas
Ha — Hidroxiapatite
DRX — Difracgdo de Raio-X

FTIR — Espectroscopia de Infravermelho (vem do inglés: Fourier Transformed
Infrared)

SEM — Microscopia Electrénica de Varrimento (vem do mgles Scanning
Electron Microscopy)

UV — Ultra Violeta

UFC’s — Unidade de Formac&do de Colodnias
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4. Preambulo

Os processos utilizados para impedir o desenvolvimento de
microrganismos, quer por ocasionarem a morte, a remogdo dos
microrganismos ou a inibicdo do seu desenvolvimento, podem facilitar o
tratamento da doenca, prevenir infecgbes do corpo humano e evitar a
contaminacdo de culturas puras, produtos alimentares ou de preparagoes
farmacéuticas. Varios agentes fisicos e quimicos podem ser usados para se
obter a desejada isencéo de microrganismos A selecg¢ado do método adequado
depende, além da natureza do préprio agente, do tipo de material contamlnado
a tratar [1].

Hoje em dia, a esterilizacdo, envolve numerosos processos, com
principios de funcionamento distintos, extremamente inovadores e
especializados. Todos os desenvolvimentos realizados nesta area, tém surgido
em grande parte aliados & medicina, o que se compreende muito bem, devido a
imensa necessidade da esterilizacdo nos grandes centros hospitalares, e
também no que concerne a industria Farmacéutica.

A aplicagdo destes processos de esterilizagdo é muito vasta, passando
pelos mais variados materiais, alimentag&o, etc.

Desde ha algum tempo, que se tém desenvolvido variadas investigagGes
em volta dos materiais ceramicos com aplicagdo médica, que, devido a
caracteristicas especiais, sao aplicados no corpo humano, para tratamento de
doengas especificas, nomeadamente na especialidade da medicina ortopédica
e medicina dentaria etc.

Para se proceder ao estudo da esterilizacdo de materiais ceramicos a
base de fosfatos de célcio para aplicacdo médica, foram preparadas amostras
sob a forma granular, utilizando processos de sinterizag&o.

Numa segunda fase, foram aplicados ciclos de esterilizagdo em autoclave,
com a realizacdo de quatro ciclos distintos: trés programas a temperatura de
134°C, mas com tempos de esterilizacdo e secagem diferentes; e, um
programa a temperatura de 121°C.

No final, foram realizados testes bacteriolégicos, para se validar todo o
processo de esterilizag&o.

DiscCIPLINA DE ESTAGIO PAG.6
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5. Objectivo

A realizag@o deste trabalho, tem como objectivo, o estudo das condi¢des
de esterilizagdo de materiais ceramicos a base de fosfatos de calcio para
aplicagbes médicas.

Numa primeira fase do trabalho, realizado na Faculdade de Engenharia da
Universidade do Porto, preparou-se o material que se pretende esterilizar
(Bonelike®), utilizando processos de sinterizagéo.

Numa segunda fase, procedeu-se ao seguimento do trabalho na empresa
JSM - José dos Santos Monteiro, Lda, aplicando-se as amostras do materlal ja
seladas, ciclos de esterilizagao em autoclave

Numa fase final do trabalho, realizaram-se testes bacteriolégicos, no INEB
— Instituto de Engenharia Biomédica, para se validar todo o processo de

esterilizacao.

BRI W N 3 AR I e T i PV AR N e Sl A L A N RS AR i e PR B T IS IR B Bl AP,
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6. Introdugdo Tedrica

6.1. Nutricdo, Crescimento e Morte dos Microorganismos

6.1.2 Exigéncias Nutricionais

O crescimento de qualquer ser vivo € um processo dindmico que requer
energia e nutrientes para a sintese dos componentes celulares e manutengéo
da célula. De todos os organismos vivos, 0s microrganismos S&o 0S mais
versateis e diversificados nas suas exigéncias nutricionais. Alguns podem
crescer exigindo apenas compostos inorganicos, enquanto outros estdo mais
préximos dos organismos superiores quanto as suas exigéncias em compostos
organicos complexos [1].

A agua representa cerca de 80-90% do peso total das células sendo, por
isso, um factor fundamental. Outros nutrientes essenciais s&o o carbono,
oxigénio, hidrogénio, azoto, enxofre, magnésio, fosforo, que s&o considerados
macronutrientes, isto &, nutrientes que sao exigidos em quantidades
relativamente elevadas e que desempenham papéis fundamentais na estrutura
e metabolismo da célula. Os micronutrientes ou elementos minimos, exigidos
em menores quantidades mas funcionalmente muito importantes, incluem o
manganés, cobalto, cobre, molibdénio, zinco. Muitos deles s&o essenciais para
a actividade de certas enzimas funcionando como cofactores. Muitos
microrganismos mutantes necessitam de nutrientes acessorios, conhecidos por
factores de crescimento. Sdo substancias que, fazendo parte da célula, ndo
podem ser sintetizadas por aqueles microrganismos: aminoacidos, purinas,
pirimidinas s&o, respectivamente, componente das proteinas e dos acidos
ndcleicos. As vitaminas, por outro lado, sdo componentes decoenzimas e
grupos prostéticos. Os microrganismos mutantes, que tém estas exigéncias
acessorias, sd0 conhecidos por auxotréficos, por oposi¢cdo aos prototréficos,
que nado requerem esses factores nutricionais para o seu crescimento [1].

Os microrganismos, sdo agrupados mediante as suas exigéncias
nutricionais e, tendo em conta a natureza da fonte de energia e na sua principal
fonte de carbono. A Tabela 1, resume as categorias nutricionais de organismos

[1].

DiSCIPLINA DE ESTAGIO PAG.8
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Tabela 1 - Categorias nutricionais de organismos numa classificagdo que combina a
natureza das fontes de carbono e de energia [1].

Categorias Nutricionais Fonte de Fonte de Organismo
Carbono Energia (Exemplos)
Fotoautotréfico co2 Luz Algas,bactérias
: fotossintéticas
Fotoheterotréfico Composto Luz Bactérias
organico fotossintéticas,
arquebactérias
haléfilas
Quimiolitoautotréfico cOo2 Inorgénica Eubactérias
nitrificantes e
oxidantes do enxofre
Quimiolitoheterotréfico Composto Inorgénica Algumas
organico arquebactérias
metanogénicas
Quimiorganoautotréfico co2 Orgéanica Eubactérias
metilotréficas
autotréficas
Quimiorganoheterotréfico Composto Organica Fungos,
organico protozoarios, a maior

parte das eubactérias

As espécies bacterianas sdo caracterizadas por um crescimento
exponencial, ou seja, com velocidades elevadas. Como a velocidade de
crescimento esta directamente relacionada com a propor¢céo do metabolismo,
pode entdo dizer-se que: quanto maior o organismo em questdo, mais
lentamente ele cresce [2].

Em qualquer tipo de célula, o processo de reprodugao, requer a presenca
de um enorme numero de proteinas e enzimas. Para além disso, outras
moléculas tém que estar presentes, tais como: &cidos nucleicos, lipidos e
glicidos.

A existéncia de trés macromoléculas organicas complexas, é de extrema
importancia: DNA (acido desoxirribonucleico), RNA (&cido ribonucleico) e
proteinas. O DNA é a substancia celular, que serve de suporte para toda a
informacgédo genética e que surge no nucleo da célula. O RNA esta envolvido
intimamente com os padrdes complexos de sintese das proteinas, e, a maior
parte desta substancia, situa-se no citoplasma da célula. As proteinas, por sua
vez, funcionam como catalisadores ou enzimas responsaveis pelas variadas
operagdes da célula [2].

Lk RN AN 1 IR TR N W W N il A N S e B i VSR B T AW
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6.1.3. A Curva de Crescimento

Através de numerosos estudos em diversas espécies de
microorganismos, chegou-se a conclusdo de que o poder reprodutivo das
células ndo se mantém para sempre. As populagdes microbianas tornam-se
limitadas devido a factores como a escassez de nutrientes essenciais e
equilibrios i6nicos desfavoraveis (pH) que se desenvolvem através da
acumulacdo de substancias téxicas no meio ambiente. A historia de qualquer
cultura é marcada por uma série de fases consecutivas no crescimento. A
Figura 1, representa o ciclo de vida e morte de uma cultura bacteriana [2].

Log do n° de células R

o 4 s 12 16 20 24 28 32 36
Tempo, horas

Figura 1 - Ciclo de crescimento e morte de uma cultura de bactérias [2].

6.1.3.1. Fase Estacionaria Inicial

No seguimento da inoculagdo de um liquido com células microbianas
vidveis, ocorre um periodo estacionario, que dura de duas a trés horas, no qual
o numero de células ndo aumenta. Este periodo representa um ajustamento e
adaptacéo das células ao seu novo meio ambiente. O curso e a duragao desta
fase inicial estacionaria, depende da natureza das células, do meio de cultura e
da temperatura (A até B) [2].

6.1.3.2 Fase Exponencial

.

Este periodo de crescimento exponencial & caracterizado por uma
velocidade de multiplicacdo celular maxima e constante num meio ambiente
especifico.

Nesta fase, certos factores regem a velocidade de crescimento, como:
espécies microbianas, natureza e concentracdo dos nutrientes no meio, pH e
temperatura de incubagdo. Em culturas liquidas comuns, a fase exponencial
nao dura mais de duas a quatro horas, mas, pode prolongar-se quando se
procede a um arejamento do meio. Com isto, ndo quer dizer que a velocidade
de multiplicagdo no meio aumente necessariamente, mas pode manter-se
constante durante mais algum tempo. Quando a concentracéo celular atinge
valores de 1x10’ de células por ml, o crescimento diminui, a ndo ser que seja
adicionado oxigénio, fazendo-o borbulhar no meio. Durante esta fase, o nimero
de organismos aumenta exponencialmente com o tempo, e, quando se

DisciPLINA DE ESTAGIO PAG.10
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relaciona o logaritmo do numero de organismos com o tempo, o grafico
resultante € uma recta. No grafico da figura 4, esta fase é representada na
seccao de C até D [2].

6.1.3.3 Fase Estacionaria Maxima

Nesta fase, o numero maximo de organismos viaveis permanece
constante. Esta fase, diz respeito a secgdo de E até F, na curva de
crescimento. Neste periodo estaciondrio, o que reaimente acontece, é que, a
velocidade com que morrem e se formam as células é a mesma, fazendo assim
com que se anulem. O facto de que, com o tempo, comecam a existir caréncias
alimentares, e também a possibilidade de existir a acumulagdo de produtos
toxicos que resultam do metabolismo celular, podem também constituir factores
para o cessar do crescimento e o iniciar desta fase. O prolongamento desta
fase, é limitado pela deficiéncia de oxigénio, sé perdurando, assim, aquelas
espécies capazes de produzirem esporos resistentes [2].

6.1.3.4. Fase de Morte

A seccdo de F até H, mostra esta fase, através do declinio da curva.
Nesta fase, € atingida uma velocidade de morte constante, em que, o nimero
de sobreviventes é cada vez mais pequeno, até que se atinge a esterilidade e o
ciclo de crescimento é completo.

Pode acontecer que, apds a maioria das células morrerem, a velocidade a
que a morte acontece, pode diminuir significativamente, devido a que uma
pequena quantidade de células pode sobreviver durante meses. Isto, deve-se
ao facto desta populagdo sobrevivente alimentar-se de possiveis restos de
nutrientes disponiveis [2].

6.1.4. Meios de cultura

O conhecimento sobre os mecanismos e exigéncias da nutrigdo
microbiana permite ao microbiologista cultivar microrganismos em laboratorio,
usando substratos alimentares — meio de culfura — adequados. Neles, se
poderdo multiplicar, isolar e identificar microrganismos, por utilizacdo de
técnicas apropriadas.

Na sua composigdo, os meios de cultura deverdo incluir os nutrientes
indispensaveis ao organismo em causa, sob forma assimilavel.
Quantitativamente, os nutrientes deverdo estar presentes em concentracées
adequadas e ndo toxicas, tais que, a caréncia de qualquer um deles n&o
impec¢a a utilizagdo dos demais.

Para além dos nutrientes requeridos as exigéncias dos microrganismos, o
meio de cultura deve ser estéril, isto €, ndo deve conter quaisquer organismos
vivos. Os microbios tém uma distribuicdo ubiquitaria e, devido as suas
reduzidas dimensdes, dispersam-se facilmente. Devemos esterilizar o meio de
cultura apds a sua preparagao para eliminar os microrganismos contaminantes.
E, também, necessario ter precaugbes durante o seu sub-sequente
manuseamento, a fim de evitar posteriores contaminagoes. As técnicas usadas
para a prevengdo de contaminacdes durante a manipulacdo de culturas e
meios de cultura estéreis, sdo designadas técnicas de assepsia. Os meios de
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cultura, depois de inoculados, devem ser incubados a temperaturas
adequadas. Outras exigéncias essenciais ao crescimento dos microrganismos
deverdo, também, ser contempladas, tais como o pH, tensdo de oxigénio,
actividade da agua, valores que deverdo situar-se dentro da gama tolerada
pelos diferentes microrganismos.

Em termos gerais, os meios de cultura podem ser classificados de acordo
com trés principais aspectos: estado fisico, composigdo quimica, objectivos
funcionais. A Tabela 2, representa a classificacdo dos meios de cultura.

Tabela 2 - Classificacdo dos meios de cultura [1].

, Liquido
Estado Fisico Sélido
Composicao Quimicamente
Quimica definidos
Quimicamente
complexos
Simples
Objectivos Selectivos
Funcionais Diferenciais
Enriquecidos

Quando se tormne desejavel utilizar meios solidos em vez de meios
liquidos, um agente solidificante, tal como o agar, devera ser incorporado no
meio de cultura. O agar € um polissacarideo complexo, extraido de algas
vermelhas. Tem a propriedade de, na concentracdo de 1 — 1,5%, fundir a
temperatura de 100°C, permanecendo liquido até que esta desga a 40-42°C,
temperatura que ndo afecta a maior parte dos microrganismos. O agar, ao
contrario de outras substancias (gelatina), ndo é biodegradado pelos
microrganismos, ndo perdendo o seu poder solidificante. Esta caracteristica
torna-o de grande utilidade em Microbiologia. Os meios sélidos fornecem,
assim, uma superficie firme, na qual o crescimento das células vai dar origem a
colénias. Os meios semi-solidos tém uma consisténcia pouco firme, pois
contém uma pequena quantidade de agente solidificante. Sdo usados, por
exemplo, para permitir a motilidade de microrganismos moéveis [1].

6.1.4.1. Cultura e Isolamento de Microrganismos

Devido ao pequeno tamanho dos microrganismos, a quantidade de
informacgdo que pode ser obtida a partir do seu exame individual € limitada.
Assim, de um modo geral, os microbiologistas estudam populagbes
microbianas. Tais populagbes sao obtidas pelo crescimento dos
microrganismos em condigdes mais ou menos bem definidas — culturas. Uma
cultura que tem apenas um tipo de microrganismo € conhecida por cultura
pura. Uma cultura que tem mais do que um tipo de microrganismo € uma
cultura mista.

A cultura e o isolamento de microrganismos sao duas operagdes basicas
em Microbiologia: Cultura — crescimento de populacdes microbianas em meios
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laboratoriais; isolamento — separagdo de um dado microrganismo a partir de
populagdes mistas [1].

6.2. A Esterilizacdo

Os processos de esterilizacdo e desinfeccdo permitem o controlo e o
desenvolvimento dos microrganismos. Sao métodos essenciais no tratamento e
prevencdo de infecgbes, na prevencdo de contaminagdo de culturas
microbianas puras e na industria farmacéutica e alimentar.

Embora esterilizagdo e desinfeccdo signifiquem remocdo de
microrganismos, entende-se por Esterilizagdo, a completa destruicdo ou
remocgao de todas as formas de vida, quer patogénicas quer ndo patogénicas,
enquanto que desinfecgdo consiste na remog¢do de determinado objecto ou
superficie da totalidade ou de parte dos microrganismos patogénicos.

Os agentes que séo utilizados para destruir ou impedir o crescimento de
microrganismos, designam-se por agentes microbianos e podem ser fisicos ou
quimicos. Varios factores, tais como concentragdo da populacdo microbiana,
temperatura, duragdo do contacto com os microrganismos, natureza do
material a descontaminar (preseng¢a de material organico, pH e viscosidade) e
caracteristicas dos microrganismos presentes, condicionam a eficacia dos
agentes utilizados na esterilizag&o ou desinfecgéo [1].

6.2.1. A Esterilizagdo pelo Calor Hamido — Os Autoclaves

A Esterilizaggo pelo Calor Himido obtém-se utilizando o Vapor de Agua
Saturado. Os equipamentos utilizados para este efeito, sdo os Autoclaves. Os
Autoclaves sao recipientes cuja construcdo lhes permite trabalhar sob presséo

[3].

Por definigdo, o Vapor de Agua & aquele que é obtido & temperatura de
ebulicdo da agua, que se convencionou serem 100° C [4].

A morte dos microorganismos através do calor humido sobre presséo, é
causada através da desnaturacdo e coagulagdo da proteina ou do sistema
enzima-proteina nas células. E utilizada a agua como catalisador das reacgdes

[4].

O Vapor de Agua em condi¢bes de saturagdo, é o meio mais eficaz e
mais capaz, com vista a destruicdo de todas as formas de vida microbiana,
sendo por vias disso, 0 mais utilizado nos Hospitais [4].

O contacto directo com o vapor saturado, constitui a base deste processo.
O vapor, com um tempo especifico, a temperatura requerida, tem que penetrar
em todas as fibras, e, atingir todas as superficies a serem esterilizadas.
Quando é feito entrar vapor na camara de condensacdo, ele condensa em
contacto com os produtos a esterilizar. Esta condensacgao, liberta calor,
molhando e aquecendo todos os produtos a esterilizar, ou seja, promove-se
calor e humidade [4].
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6.2.1.1. O Autoclave Horizontal

O Autoclave Horizontal difere radicalmente do Autoclave Vertical, logo no
formato da Camara de Esterilizacdo; o Autoclave Horizontal possui a referida
Camara na posigéo horizontal, e ndo com a forma cilindrica, mas sim com a
forma rectangular.

Outra diferenga fundamental, é que o Autoclave Horizontal tem porta de
acesso que funciona no sentido vertical deslizante e nao basculante e manual
como no Autoclave Vertical.

Construtivamente falando, o Autoclave Horizontal é constituido por um
duplo corpo em Ago Inoxidavel, sendo que o corpo interior corresponde a
Camara de Esterilizagdo, e o corpo exterior @ denominada Camisa; esta tem
como missd0, ajudar a suportar mecanicamente as pressoes de trabalho do
Autoclave, e contribuir para o pré-aquecimento e secagem das cargas a
esterilizar e esterilizadas, respectivamente [3].

No Autoclave Horizontal, é possivel realizarem-se ciclos de Esterilizagéo
com perfil adequado as exigéncias dos diversos materiais a esterilizar, de que
se falara a frente em pormenor [3].

O Autoclave Horizontal é o equipamento de Esterilizacdo por exceléncia,
sendo o mais aplicado nos Estabelecimentos de Saude; onde hajam cuidados
médicos a prestar de: Consultas, Pequena Cirurgia, Cirurgia, UCI e
Internamento, o Autoclave Horizontal & sem duvida o mais utilizado.

Deve-se referir nesta conformidade, que o Autoclave Horizontal actua
como peca central de um conjunto de areas e componentes, que se agrupam
no Servico de Esterilizagdo, a saber. zona de Recepgao, Lavagem e
Desinfecgdo, zona de Preparagdo e Empacotamento, zona de Esterilizagdo e
zona de Armazenamento e Expedicéo [3].

Os ciclos ou programas de Esterilizagdo, sdo uma sequéncia automatica
de fases que se processam cumprindo uma determinada ordem, com o
objectivo de esterilizar a carga pretendida, nomeadamente Téxteis ou cargas
porosas, Instrumentos Cirdrgicos ou cargas n@o absorventes, acondicionados
ou ndo em caixas metdlicas préprias (contentores) e material que n&o suporte
temperaturas acima de 125°C [3]. A Figura 2, representa um autoclave
horizontal fabricado na empresa JSM — José Santos Monteiro, Lda.

Figura 2 — Autoclave horizontal fabricado na empresa JSM - José Santos Monteiro, Lda

(3]
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6.3 O Bonelike®

Usando um processo de sinterizagdo em fase liquida de vidros com o
sistema base CaO-P.0Os, com espécies ionicas facilmente encontradas nos
tecidos ésseos, sdo incorporados na matriz da hidroxiapatite. Apos se sinterizar
a microestrutura deste compésito registado como Bonelike® ele é
maioritariamente composto por uma hidroxiapatite substituta com quantidades
controladas das fases B e a-Cas(PO4)2 (TCP).

Enxertos de ossos homodlogos e autogéneos, tém sido usados em
implantologia, cirurgia maxilofacial e em ortopedia. No entanto, a restrita
disponibilidade de osso autogéneo associado com o esforco do paciente
causado por uma segunda cirurgia e também os riscos de transmissdo da
doenca constituem desvantagens importantes destes tipos de enxertos 6sseos.
Enxertos 0sseos sintéticos, como a hidroxiapatite, tém sido usados mas, eles
diferem na composi¢do quimica e cristalografica quando comparados com 0
tecido 6sseo natural. Para além disso, a hidroxiapatite tem baixa reabsorgéo in
vivo, 0 que pode constituir uma desvantagem em muitas aplicacoes médicas.
Uma controlada reabsor¢do combinada com uma formacg&o simultéanea de osso
novo, é de longe um compromisso fundamental para muitas aplicag6es
médicas de enxertos 6sseos [4].

Varios enxertos 6sseos tém vindo a ser propostos, devido a oferecerem
melhores alternativas a hidroxiapatite, principalmente aquelas que oferecem
um patamar superior, onde as células dsseas conseguem crescer rapidamente
e oferecerem melhores condi¢des para os cirurgides. Existem diferentes formas
no mercado, desde granulos macroporosos até grénulos densos, blocos
macroporosos pequenos e massas. Se as massas que solidificam e que séao
biodegradaveis, sdo consideradas como sendo muito favoraveis em termos de
assegurar a estabilizagio dos granulos na area afectada, também tém algumas
desvantagens.

O Bonelike® & um compésito sintético de hidroxiapatite que foi
inicialmente reportado, como sendo um compdsito de hidroxiapatite reforcado
com vidro, cujas composicdes quimicas e cristalograficas foram
propositadamente reguladas para simular a parte inorganica dos tecidos
6sseos usando um vidro com o sistema basico CaO-P,0s, adicionado ao
processo de sinterizagio. Estes vidros sdo adicionados no estado liquido, e a
temperatura de sinterizagdo da hidroxiapatite, normalmente ronda os 150-
1300°C. O liquido espalha-se através da estrutura da hidroxiapatite [4].

Usando esta técnica, ndo s6 a estrutura do Bonelike® fica livre de
porosidade, acompanhado de um melhoramento incrivel das propriedades
mecanicas, como também permite a substituicdo iénica no arranjo atémico da
hidroxiapatite, como foi demonstrado previamente. Espécies ibnicas
vulgarmente encontradas na parte mineral do osso do tecido 6sseo, tais como,
sodio, potassio, magnésio e ides fluoreto, podem ser facilmente incorporados
na estrutura do Bonelike®. A simulacdo da composigdo quimica da parte
mineral dos tecidos Osseos, é possivel por este processo. Estudos in vitro
provaram que O Bonelike®, estimula muito mais a formagdo de novo tecido
6sse0 a volta dos granulos e implantes, quando comparado com a
hidroxiapatite comercialmente disponivel, principalmente com tempos curtos de
implantacao[4].
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7. Materiais e Métodos
Neste capitulo, s@o descritos os procedimentos utilizados para a

realizacdo do presente trabalho, assim como, a apresentacdo dos resultados
obtidos e sua discusséo.

7.1 A Producdo do Bonelike®

A producédo do Bonelike®, é dividida em trés etapas, de acordo com o
diagrama da figura 3:

s Preparagdo da Hidroxiapatite;
»  Preparacéo do Vidro Bioactivo;
s Preparacgdo do Composito (mistura da Hidroxiapatite com o Vidro);

O composito é constituido por 97,5% em peso de Hidroxiapatite e por
2,5% em peso de vidro bioactivo, significando que, se se pretende preparar
100g de compésito, ter-se-a que adicionar 97,59 de hidroxiapatite com 2,5g de
vidro.

7.1.1. Preparagdo da Hidroxiapatite (Ha)

O método de preparagio utilizado na preparagéo da hidroxiapatite foi o
método de reacgdo em solugdo. A reacgdo quimica que traduz a sintese da Ha
é descrita pela seguinte equacéo 1:

10Ca(OH), + 6HsPOs ——> Ca10(PO4)s(OH)2 + 18H20 (equagéo 1)

7.1.1.1 Reagentes Quimicos Necessarios

Hidroxido de Calcio (Ca(OH))
Acido Fosférico (HsPO4)

Para a produgdo de 100g de hidroxiapatite pesaram-se numa balanca
analitica (Mettler-Toledo, BB5001-5) 74,09468g de Ca(OH), e 69,03499g de
H3PQ4 descrito no procedimento experimental da Figura 3.

Para a adicdo da solugio de H3PO4 a solugdo Ca(OH). (Fig. 3 ponto 2)
utilizou-se uma bomba peristéltica (Gilson, Minipuls). Durante a adi¢&o, lavou-
se periodicamente o tanque com agua desionizada, devido a formacéo de um
precipitado.

Apés a secagem, (Fig.3 ponto 5), retirou-se uma pequena quantidade,
sinterizou-se a 1300°C e analisou-se por Difrac¢éo de raio-X.
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7.1.2. Preparagéao do Vidro Bioactivo

Para a preparagio do vidro Bioactivo, pesaram-se os reagentes quimicos
respectivos e misturam-se num cadinho de platina (Fig.3, ponto7).
O vidro bioactivo pertence ao sistema:

65P,05-15Ca0-10Na,0-10CaF,»

Para a producdo de 25g de vidro bioactivo pesaram-se numa balanca
analitica 16,3231g de P20s, 4,0818g de Ca0, 2,1198 de Na>O e 1,5616g de

Can.
7.1.3. Preparagio do Bonelike®

O compésito foi obtido pela mistura de 2,5% em peso de vidro, com a Ha
numa mistura com iso-propanol (Fig.3, ponto 15). O compésito foi seco durante
24h a 60°C, em estufa (Binder). O compésito foi crivado de forma a obter uma
granulometria inferior a 75um. De seguida foi prensado, com uma prensa
isostatica (National Force Europe, Industry Park NOORD7) isostaticamente com
uma pressdo de 200 Mpa. Finalmente, o Bonelike® foi sinterizado (forno
Termolab, Eurotherm 2408) a 1300°C durante 1 hora.

Todo o equipamento foi limpo com agua desionizada e desinfectado com
alcool, bem como os materiais utilizados. Foram utilizadas luvas de latex, bata
e mascara cirurgica.
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Reacgdo de sintese da hidroxiapatite Vidro Bioactivo

10Ca(OH); + 6HsPOs —p Ca10(PO4)s(OH)2 + 18H0 (65P,05-15Ca0-10CaF-10Naz0)
Ca(OH), + Agua HsPO4 + Agua  Mistura dos reagentes no cadinho @)
desionizada (1) desionizada

(M
Fuséo a temperatura de 1450°C
durante 30 minutos ()

Adicao da solugédo HisPO4 l y
a solugdo Ca(OH)2 (4 aprox) (2) Vazamento1 em agua (9)
lv Secagem em estufa a 60°C (10

Ajuste do pH a 10.5 com amoénia (3)
P>, Moagem do vidro Bioactivo (11)
Apés as 24h, filtragéo da solugéo )

l Adicdo de metanol num baldo

volumeétrico (24n aprox.) (12)
Secagem em estufa a 60°C (48h aprox,) (5)

l Secagem em estufa a 60°C (13)
Moagem e crivagem até <75 um () g!
1 Moagem e crivagem até <75 um (14)
Hidroxiapatite Vidro Bioactivo

Mistura em Iso-propanol (100g /175ml) (15)

Secagem em estufa a 60°C (24h aprox.) (16)

!

Moagem e crivagem até <75 pm (17)
Prensagem em prensa isostatica (P=200Mpa) (1s)
Sinterizagao a 1300°C (1h aprox.) (19)
Moagem e crivagem (250pm<Granulometria<450um) (20)

Bonelike®

Figura 3 — Diagrama de fluxo que representa a preparacéo do Bonelike®.
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A DRX foi realizada em amostras de p6 de Ha e Bonelike®, usando um
difractémetro Siemens D 5000 com radiagdo Cu-Ka (A=1,541 8A). Os
varrimentos foram feitos numa escala de 25-39° (26), com um patamar de 0,02°
e um tempo de 2s/patamar. A figura 4 mostra os difractogramas obtidos para a
Ha e para o Bonelike®. A quantificagéo e identificagéo fasica, foram realizadas
através da DRX por andlise Rietveld. Os resultados obtidos estédo
representados na Tabela 3.

3000 5 neiike™ HA « B-TCP
+a-TCP
* HA
25004 . \ m;\ 3
HA % ,\ HA
w2 I s AU S e A
!
1
1500 |

1000 - Hydroxyapatite b‘ i

Figura 4 — Difractogramas de DRX obtidos para a Ha e Bonelike®.

O espectro FTIR foi obtido com uma resolugéo de 4cm™ com um intervalo
de numero de onda entre 4000-400 cm™ (Perkin Elmer, system 2000 FT-IR). A
Figura 5 mostra o espectro FTIR da Ha e do Bonelike®. As microestruturas da
Ha e do Bonelike® foram analisadas por microscopia electronica de varrimento
(SEM). As Figuras 6 e 7 mostram as imagens de SEM obtidas.
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Figura 5 — Espectro de FTIR da Ha e do Bonelike®.
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Figura 7 — Imagem de SEM do Bonelike®.

Tabela 3 - Valores obtidos na quantificacéo fasica por DRX (analise Rietveld).

Materiais Fase Cristalina (%)
Ha B-TCP a-TCP
Hidroxiapatite 100 0,0 0,0
Sinterizada
Bonelike® 68,2 7,8 24,0

LR R . e el W AP NI 0 T Bz TN el SRR N NP AP e i kB AN A - T o ST
DiscIPLINA DE ESTAGIO PAG.20



EsTUDO DA ESTERILIZACAO DE MATERIAIS CERAMICOS PARA APLICAGAO MEDICA

7.2. Esterilizacdo do Bonelike®

O Bonelike®, foi embalado em manga mista de papelffime de polietileno e
dividido em porc¢des de 1g, usando uma maquina de selagem (Steriline,1023).

Em seguida, as amostras foram colocadas no cesto do autoclave,
conforme a disposi¢éo indicada nas figuras seguintes, que correspondem a
cada ciclo de esterilizacéo. Os ciclos de esterilizagcdo empregues foram: 121°C,
134°C normal, 134°C instrumentos e 134°C rapido.

7.2.1. Ciclos de Esterilizacao

As caracteristicas de cada um dos ciclos de esterilizagéo realizados, estao

descritos na Tabela 4.
Todos os ciclos de esterilizacéo foram realizados num autoclave horizontal

(JSM, 70L 2 PD GV PN).

Tabela 4 — Caracteristicas dos ciclos de esterilizag&o.

Amostra Namero _ Temperatura  Numerode Tempode  Tempo de

1 grama 5 121°C 3 15 10
1 grama 10 134°C Normal 3 5o 10
1 grama 9 Inst:'a?:lnecntos 3 4 10
1 grama 8 134°C Réapido 1 3.5 5
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7.2.2. Ciclo de Esterilizagao de 121°C

Este ciclo é utilizado na maioria dos centros hospitalares para a
esterilizacdo de produtos com componentes de borracha etc., que n&o
aguentam temperaturas superiores.

A Figura 8 representa o esquema de disposicdo das amostras na camara
de esterilizagdo no ciclo de esterilizagédo de 121°C.

A Figura 9 representa o ciclo de esterilizacdo de 121°C.
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Figura 8 — Esquema de disposicdo das amostras na camara de esterilizacéo

Figura 9 - Ciclo de esterilizagédo de 121°C.
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7.2.3. Ciclo de Esterilizagdo de 134°C Normal

Este ciclo é utilizado na maioria dos centros hospitalares para a
esterilizagdo de utensilios, instrumentos cirdrgicos e também téxteis etc.

A Figura 10 representa o esquema de disposi¢cdo das amostras na camara
de esterilizacéo no ciclo de esterilizagdo de 134°C Normal.

A Figura 11 representa o ciclo de esterilizagdo de 134°C Normal.
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Figura 10 — Esquema de disposi¢cdo das amostras na camara de esterilizagdo.
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Figura 11 — Ciclo de esterilizacéo de 134°C Normal.
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7.2.4. Ciclo de Esterilizagdo de 134°C Instrumentos

Este ciclo é usado na maioria dos centros hospitalares para a esterilizacédo
de instrumentos cirtrgicos, com tempos de esterilizacéo mais curtos do que no
ciclo referido anteriormente.

A Figura 12 representa o esquema de disposicdo das amostras na camara
de esterilizagdo no ciclo de esterilizagéo de 134°C Instrumentos.

A Figura 13 representa o ciclo de esterilizagdo de 134°C Instrumentos.
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Figura 12 — Esquema de disposi¢éo das amostras na camara de esterilizacdo.

= g a 8

* = % n & S

=0 g o . £8¢

i g  n B:z

& n & 3 L

= @ W &

™~ o

S &

= & kS

Figura 13 — Ciclo de esterilizacdo de 134°C Instrumentos.
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7.2.5. Ciclo de Esterilizagdo de 134°C Rapido

Este ciclo é utilizado na maioria dos centros hospitalares para a

esterilizagdo de

instrumentos em zonas esterilizadas,

por

exemplo,

esterilizagdo urgente de instrumentos cirdrgicos durante uma intervencéo

cirdrgica.

A Figura 14 representa o esquema de disposi¢c@o das amostras na camara
de esterilizag&o no ciclo de esterilizagéo de 134°C Rapido.

A Figura 15 representa o ciclo de esterilizagéo de 134°C Rapido.
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Figura 14 — Esquema de disposicdo das amostras na camara de esterilizagdo.
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Figura 15 — Ciclo de esterilizacdo de 134°C Rapido.
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7.3. Esterilizacdo do Equipamento/Material usados nos ensaios de
Microbiologia

Foi usada uma camara de fluxo laminar (Sanyo, MCV-131BNF) para os

ensaios microbiolégicos.
Foram utilizados 28 goblés, 30 varetas e 40 pipetas de Pasteur

esterilizados.
7.3.1. Esterilizagdao da Camara de Fluxo Laminar

A esterilizagdo da camara, foi realizada com radiagéo uv, com lampadas
UV-C, overnight.

7.3.2. Esterilizacdo do Material

O material utilizado, foi devidamente embalado numa maquina de
selagem (Steriline, 1023), em manga mista de papelffiime de polietileno. Em
seguida, o material foi esterilizado num autoclave horizontal (Tuttnauer). O ciclo
de esterilizagcdo empregue teve uma duragéo de esterilizacdo de 20 minutos e
de 10 minutos de pré-vacuo, com tempo de secagem variavel (10 —20 minutos)
consoante a carga a esterilizar

7.4. Ensaios Microbioldgicos

Os ensaios microbiolégicos tiveram como objectivo o estudo da

viabilidade do processo de esterilizagao.
Das 35 amostras disponiveis para se realizar os ensaios microbioldgicos,

retiraram-se:

u As 3 amostras ndo autoclavadas disponiveis;

s Das 5 amostras autoclavadas a 121°C, foram retiradas 5, que
correspondem aos numeros 28, 29, 30, 31 e 32, (Figura 8);

" Das 10 amostras autoclavadas a 134°C Normal, foram retiradas
7, que correspondem aos numeros 1, 3, 4, 5, 6, 8 e 10, (Figura 10);

1 Das 9 amostras autoclavadas a 134°C Instrumentos, foram

retiradas 7, que correspondem aos numeros 11, 12, 14, 15, 17, 18 e 19, (Figura
12);

" Das 8 amostras autoclavadas a 134°C Rapido, foram retiradas 5,
que correspondem aos nameros 21, 22, 25, 26 e 27, (Figura 14).

Estas amostras que foram retiradas, vdo ser sujeitas a testes
microbiologicos, para assim se testar a viabilidade do processo de
esterilizagao.
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7.4.1. Material utilizado nos ensaios de Microbiologia

lamparina de alcool;

placas de nutriente com meio de cultura nutriente Agar (Biogerm);
0,5! de 4gua esterilizada (Biogerm),

28 goblés;

30 varetas;

40 pipetas de Pasteur,;

gaze esterilizada;

Usou-se uma incubadora a 37°C (Raypa,l-288) para os 2 tempos de
incubacdo testados: 24 e 48 horas. O 3° tempo de incubacéo (72 horas) foi
realizado a temperatura ambiente.

Sendo os ensaios microbiolégicos, procedimentos que requerem
condicbes assépticas elevadas, o chéo da camara de fluxo laminar, foi limpo
diversas vezes com alcool, ao longo do procedimento, apesar de ter estado sob
efeito das radiagbes UV.

Para se manter as condicdes de assepsia, as luvas sofreram
permanentemente desinfeccédo com alcool (Figura 16). Sempre que se
pretendeu desempacotar qualquer material esterilizado, este foi aberto no
interior da camara.

Figura 16 — Desinfectar as mdos com alcool.

Evitou-se a0 maximo permanecer com as méos no exterior da camara de
fluxo laminar, assim como os goblés e o frasco de agua esterilizada foram
postos em contacto com a chama constantemente (Fig.17 e Fig.18).

No inicio dos ensaios, realizaram-se controlos microbiolégicos, fazendo-se
testar o material utilizado, a agua esterilizada, o ar da camara de fluxo laminar
bem como o chdo desta, as varetas, os goblés e os espalhadores.
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Figura 18 - Deihfo em chama do gaalo
do frasco da agua esterilizada.

O procedimento seguido para os ensaios microbiolégicos esta descrito na
Figura 19.

Realizagéo dos controlos microbiolégicos em placa de Petri com meio de
cultura nutriente Agar

!

Diluicdo dos pés em agua esterilizada (Figura 20)

Espalhamento das solugdes preparadas em placa de Petri com com meio
de cultura nutriente Agar (Figura 21)

Identificagdo das Placas de Petri semeadas (Figura 22)
Incubagdo na Estufa a 37°C (Figura 23)
Verificagdo do crescimento microbiolégico apds 24 horas (contagem UFC’s)

!

Verificagdo do crescimento microbiologico apés 48 horas (contagem UFC’s)
Colocagéao das placas de Petri a temperatura ambiente

Verificagdo do crescimento microbiolégico apds 72 horas (contagem UFC’s)

Figura 19 — Diagrama de fluxo para os ensaios microbiol4gicos.
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Figura 21 — Da esquerda para a direita: dobragem da pipeta & chama(espalhadores);
colocacdo do Bonelike® em solucdo na placa de Petri; Espalhamento da solug&o na placa
com meio de cultura nutriente Agar.

Figura 22 - |dentificacdo das Placas de Petri Figura 23 - Incubacéo na Estufa a 37°C.
semeadas.

Skt R M;H.mmmw
DISCIPLINA DE ESTAGIO PAG.29



EsSTUDO DA ESTERILIZACAO DE MATERIAIS CERAMICOS PARA APLICACAO MEDICA
o L M»WWWW

8. Apresentagdo e Discussdo de Resultados

8.1. Apresentacdio de Resultados

Todos os resultados obtidos na contagem de UFC'’s, tanto nos controlos
efectuados, como nos ensaios realizados estdo sintetizados nas tabelas a
seguir representadas. A Tabela 5 descreve os resultados obtidos na contagem
de UFC’s as 24, 48 e 72 horas para os controlos realizados ao material de
vidro, 4gua esterilizada, gaze, ar e chdo da camara. A Tabela 6 descreve os
resultados obtidos na contagem de UFC's as 24, 48 e 72 horas para 0s
controlos realizados ao Bonelike® que ndo foi autoclavado. A Tabela 7
descreve os resultados obtidos na contagem de UFC’s as 24, 48 e 72 horas
para os ensaios realizados ao Bonelike® que foi autoclavado, com os ciclos de
esterilizacdo definidos na Tabela 4.

Tabela 5 — Contagem de UFC’s as 24, 48 e 72 horas para os controlos.

A B C
Controlos 1°Ensaio 2°Ensaio 1°Ensaio 2°Ensaio 1° Ensaio 2° Ensaio
24h 0 —————- 0 —————- 0 P
Varetas 48h 0 SIS 0 S 0 e
72h 0 B 0 - 0 —————
24h 0 0 0 0 0 0
Espalhadores 48h 0 0 0 0 0 0
72h 0 0 0 0 0 0
24h 0 0 0 0 0 0
Goblés 48h 0 0 0 0 0 0
72h 0 0 0 0 0 0
) 24h 0 0 0 0 0 0
Agua 48h 0 0 0 0 0 0
esterilizada ~ 72h 0 0 0 0 0 0
24h 0 —————- 0 —————-
Gaze 48h 0 R 0 R
esterilizada 72h 0 ST 0 A
24h 0 0
Ar ::ﬂcﬁmao ra ~ 43h 0 0
ux
laminar Lico: v 0
24h 2b 0
Chao da 48h  2b/1f 0
camarade o™ opuy 0

fluxo laminar

Legenda: b — bactéria; f — fungo; NCb — ndo contével bactéria; NCf — ndo contavel fungo;
------ - €nsaio ndo realizado
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Tabela 6 — Contagem de UFC'’s as 24, 48 e 72 horas para os controlos

Yk s

VYT R | I R

pde

Legenda: b — bactéria; f — fungo; NCb — ndo contével bactéria; NCf — n&o contavel fungo;
--—--- - €Nsaio ndo realizado.

MWW
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Tabela 7 — Contagem UFC's as 24, 48 e 72 horas para os Ensaios.

Ensaios A B (3 D E F
24h 0 0 0 1b 0 0
134°C N (1) 48h 2b NCb 5b 1b 5f NCf
72h 2b NCb/NCT 8b 1b +5f NCf
24h 2b/12f NCf 2f 0 0 0
134°C N (3) 48h 2b/ 19f NCf 3f 1b 0 1b
72h +19f NCf +3f 1b 0 1b
24h NCb NCb b NCb NCb NCb
134°C N (4) 48h NCf NCf NCf NCb NCf NCf
72h NCf NCf NCb/NCf __ NCb/NCf NCf NCf
24h 0 NCb NCb NCb 0 0
134°C N (5) 48h 68b NCf 20b/NCf NCb 1f 1b
72h 72b NCf 27b/NCT NCb +Af 1b
24h 0 0 0 0 0 0
134°C N (6) 48h 3b 0 0 0 0 0
72h 3b 0 0 1f 0 0
24h 0 1f i 6f NCb 0
134°C N (8) 48h 0 1 1f 1f NCf NCf
72h +1f +2f +1f +8f NCf +1f
24h 0 0 0 1b 0 0
134°C N (10) 48h 0 0 0 1f 0 0
72h 1b/NCf 7f 0 1f 0 0
24h 0 1f NCb_ 2f NCb NCb
134°C INST (11) 48h 2b_ +2f 430 3bAf NCf +2f
~72h NCb/2f NCT NCT NCT NCT NCT
24h 0 0 0 0 0 1f
134°C INST (12) 48h 0 0 0 0 0 7f
72h 0 TR 0 0 0 7f
24h 33 NCb NCb NCb NCb NCb
134°C INST (14) 48h 33b/NCf___ NCb/NCT NCb NCb NCb 22b/NCf
72h 37b/NCf  NCb/NCf NCb NCb NCb/NCf _ 23b/NCf
24h 0 0 +1f 5f NCb 1b
134°C INST (15) 48h 3f 0 NCf 7f NCf 1f
72h +3f 0 NCf +7f NCf 1f
24h NCb NCb 0 1f 6f 1f
134°C INST (17) 48h NCb NCb +2f +3f +6f +3f
72h NCb NCb NCf NCf NCf NCf
24h 4b 0 0 0 0 0
134°C INST (18) 48h 6b 0 0 0 0 0
72h 9b 0 0 7b 0 0
24h 0 0 0 0 0 0
134°C INST (19) 48h 0 0 0 0 0 0
72h 0 0 0 0 0 0
24h 0 0 0 0 0 0
134°C RAP (21) 48h 0 0 0 0 0 0
72h 0 0 0 0 0 0
24h 0 0 0 0 0 0
134°C RAP (22) 48h 0 0 0 0 0 0
72h 0 0 0 0 0 0
24h 0 0 0 0 0 2f
134°C RAP (25) 48h 0 0 0 0 0 +8f
72h 0 0 0 0 0 13f
24h 0 0 0 0 3f 0
134°C RAP (26) 48h 0 0 0 0 NCf 0
72h 0 0 0 0 NCf 0
24h 0 0 0 0 0 0
134°C RAP (27) 48h NCf 0 10b 0 0 0
72h NCf 0 10b 0 0 0
24h 0 0 0 0 0 0
121°C (28) 48h 0 0 0 0 0 0
72h 0 0 0 0 0 0
24h 0 0 0 0 0 0
121°C (29) 48h 0 0 of 0 0 1b
72h 0 0 10f 0 0 1b
24h 0 0 0 0 0 0
121°C (30) 48h 0 0 0 0 0 0
72h 0 0 0 0 0 0
24h 0 0 0 0 0 0
121°C (31) 48h 0 +1f 0 0 0 NCf
72h 0 NCf 0 1f 0 NCf
24h 0 0 0 0 0 0
121°C (32)
Legenda: b — bactéria; f — fungo; NCb — n&o contavel bactéria; NCf — ndo contavel fungo; ——- - ensaio

Lot R

néo realizado
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8.1.1. Crescimento Microbiolégico por Ciclo

Os resultados obtidos no crescimento microbiolégico por ciclo estdo
descritos na Tabela 8.

Tabela 8 — Crescimento microbiolégico por ciclo.

Ciclo Contaminagao
(%)
Nao
autoclavado 66,67
i [ 13,30
134°CNormal 80,95
134°C
Instrumentos 61,90
134°C Rapido 13,30

Mediante os resultados apresentados, em seguida esta representado, um
diagrama de eficiéncia.

Ciclo de esterilizagdo a 121°C 13.30%
Ciclo de esterilizagcdo a 134°C Rapido 13.30%
Crescimento da Eficiéncia
Do Ciclo de Esterilizacdo
Ciclo de esterilizacado a 134°C Instrumento 61.90%
Ciclo de esterilizacdo a 134°C Normal 80.95%
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8.1.2. Crescimento Microbiolégico (Periodo de Incubagao)

Os resultados obtidos no crescimento microbiolégico (Periodo de
Incubacéo) estao descritos na Tabela 9.

Tabela 9 — Crescimento microbiolégico (Periodo de Incubagéo).

Ciclo 24 horas (%) 48horas(%) 72 horas (%)
121°C 0 123 16,7
134°Cnormal 429 714 80,9
134° Instrumentos 52,4 59,5 61,9
134°C Rapido 6,7 13,3 13,3
N&o autoclavado 23,3 55,06 66,7

A Figura 24 apresenta 3 placas de Petri nas quais estao indicados 2 tipos
de crescimento microbiolégicos: (b) bactérias e (c) fungos. A placa de Petri (a),
n&o apresenta qualquer tipo de crescimento microbiolégico.

a b c

Figura 24 — Crescimento microbiol6gico em placa de Petri:
a granulo de Bonelike; b col6nia de bactérias; ¢ fungos.
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8.2 Discussdo de Resultados

8.2.1. Controlos do equipamento e material de vidro

Em relagdo aos controlos efectuados e, analisando Tabela 5, concluir-se
gue quer a agua esterilizada quer material de vidro, ndo apresentou qualquer
tipo de crescimento microbiolégico, o que significa que o ciclo de esterilizagido
empregue foi eficaz e que o autoclave utilizado condigbes eficiente.
Relativamente & camara de fluxo laminar, foram controlados quer o ar, quer
chao da mesma. Pela Tabela 5, verificou-se que o controlo realizado no
primeiro ensaio ao chdo da camara, apresenta crescimento microbiolégico.
Este facto deve-se possivelmente ao facto de ndo ter sido utilizada uma gaze
esterilizada na desinfec¢&o do chdo da camara no primeiro ensaio, ao contrario
do que foi efectuado no segundo. O controlo do ar da camara de fluxo laminar,
nao apresentou qualquer crescimento microbiolégico.

8.2.2. Controlos do Bonelike® nio autoclavado

Obtidas as percentagens de crescimento mICI'ObIO|OgICO verificou-se que
66,67% das culturas em placa de Petri do Bonelike®, apresentaram
crescimento microbioldgico. Este valor € perfeitamente concordante, visto as
amostras deste material n&o terem sido esterilizadas.
8.2.3. Ensaios do Bonelike® autoclavado

8.2.3.1. Ciclo de esterilizacdo a 121°C

O ciclo de esterilizagao a 121°C teve uma duragdo de 15 minutos de
esterilizagdo e 10 minutos de secagem. Este ensaio, apresentou valores de
crescimento microbiolégico de 13,30% (Tabela 8). Quando comparado com o
produto ndo autoclavado, verifica-se que o crescimento foi muito inferior. As
percentagens de contaminacdo ao fim das 24, 48 e 72 horas foram
respectivamente de 0%, 13,3% e 16,7% (Tabela 9).

8.2.3.2. Ciclo de esterilizacdo a 134°C Rapido

O ciclo de esterilizagao a 134°C Rapido teve uma duracio de 3,5 minutos
de esterilizacdo e 5 minutos de secagem. Este ensaio, apresentou valores de
crescimento microbiolégico de 13,30%(Tabela 8). Quando comparado com o
ciclo de esterilizacdo a 121°C, apresenta 0 mesmo valor de percentagem de
crescimento e, quando comparado com o produto ndo autoclavado, verifica-se
que o crescimento foi muito inferior. Em relacdo ao tempo de incubacdo
verificou-se também, que o crescimento durante as 24, 48 e 72 horas, tomou
valores de 6,7% e 13,3% respectivamente (Tabela 9).
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8.2.3.5. Ciclo de esterilizacdo a 134°C Instrumentos

O ciclo de esterilizacdo a 134°C Instrumentos teve uma duragdo de 4
minutos de esterilizacdo e 10 minutos de secagem. Este ensaio, apresentou
valores de crescimento microbiolégico de 61,90%. Quando comparado com o
ciclo de esterilizacdo a 121°C e com o ciclo a 134°C Raépido, apresenta um
valor de percentagem de crescimento superior e, quando comparado com o
produto ndo autoclavado, verifica-se que o crescimento foi menor, mas muito
significativo. Em termos de tempo de incubagdo, a percentagem de
contaminagdo também aumentou de 52,4% para 61,9%, entre as 24 horas e as
72 horas (Tabela 9).

8.2.3.6. Ciclo de esterilizacdo a 134°C Normal

O ciclo de esterilizacdo a 134°C Normal teve uma duragéo de 7,5 minutos
de esterilizacao e 10 minutos de secagem. Este ensaio, apresentou valores de
crescimento microbiolégico de 80,95%. Quando comparado com o ciclo de
esterilizacdo a 121°C e com o ciclo a 134°C Rapido, apresentou um valor de
percentagem de crescimento muito superior e, quando comparado com o
produto ndo autoclavado, verifica-se que o0 crescimento foi maior, e
significativo. Este crescimento também foi significativo tomando valores de
42,9%, 71,4% e 80,9% para as 24, 48 e 72 horas respectivamente.

Tanto o ciclo de esterilizagdo de 134°C Normal, como o ciclo de
esterilizacdo a 134°C Instrumentos apresentaram valores de crescimento
microbiol4gico muito elevados. Ao serem comparados estes valores, verificam-
se que quer o ciclo a 121°C quer o ciclo a 134°C rapido, apresentam valores
muito reduzidos de crescimento microbioldégico, quando comparados com o
produto ndo autoclavado. O ciclo de esterilizacdo a 121°C, utiliza um pré-vacuo
composto por 3 pulsados, utilizando um tempo de esterilizagao superior a todos
os outros ciclos, o que o torna um ciclo bastante eficiente. Mediante os
resultados apresentados, os ciclos de esterilizacdo a temperatura de 134°C
normal e instrumentos, parecem nao se apresentaram nada conclusivos em
relacéo a sua eficiéncia. Contudo, para que um produto se diga esterilizado,
tem que se apresentar totalmente livre de qualquer tipo de crescimento
microbioldgico, incluindo as espécies esporuladas.

Durante o funcionamento do autoclave, se uma embalagem tiver uma
superficie exposta menor, pode ndo atingir mais rapidamente a mesma
temperatura de esterilizagdo das embalagens maiores.

Este tipo de ensaios em microbiologia, devem ser repetidos, para se
poder concluir a cerca da eficiéncia do processo de esterilizagdo, bem como do
equipamento utilizado. S&o testes que exigem um controlo apertado das
condicdes de ensaio e que sao facilmente afectados por factores exteriores.
Deste modo, deveria ter-se realizado um maior nimero de ensaios, com
amostras de material esterilizadas em diversos ciclos diferentes.

Nao foram realizados ensaios de identificagdo com meios de cultura
selectivos, 0 que seria interessante para se poder identificar as estirpes
microbioldgicas presentes, podendo-se deste modo saber quais seriam as suas
origens, uma vez que existem estirpes caracteristicas de determinado habitat,
sabendo-se assim qual seria a sua proveniéncia.
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Uma vez que n&o foram realizados testes de eficacia ao autoclave, pode-
se por em causa o funcionamento deste. E necessdria a reahzagao destes
testes com enddsporos bacterianos produzidos por espécies do género Bacillus
e Clostridium, que sdo muito resistentes ao calor, a agentes quimicos e a
radiacgGes, pelo que sao utilizados para testar a eficacia de muitos métodos de
esterilizacao.

9. Conclusdes

O método de esterilizagdo escolhido para este trabalho foi 0 método de
esterilizac&o por calor humido. Este método foi aplicado por ser bastante eficaz
na destruicdo dos microrganismos e também por ser um processo de facil
monitorizagdo e bastante econémico. Embora seja um processo universal,
também apresenta algumas desvantagens, como por exemplo, a inutilizacdo
em produtos fracamente resistentes ao calor.

Surgiu contudo a ideia de se aplicar o método por radiacdo ionizante, mas
nao foi possivel. Este método é igualmente eficaz mas exige a utilizagdo de
equipamentos mais complexos e que exigem uma formacé&o aprofundada.

O namero de ensaios de microbiologia efectuados nao foi suficiente para
decidir a eficdcia dos métodos de esterilizacio realizados, devendo aumentar-
se 0 numero de ensaios realizados.

De acordo com os resultados obtidos, o ciclo de esterilizacdo a
temperatura de 121°C foi téo eficiente, bem como o ciclo de esterilizacdo a
134°C Rapido, o que pode ser considerado estranho. Isto s6 prova que de facto
os ensaios de microbiologia devem ser repetidos, assim como, revistas as
condigcGes de autoclavagem e empregues testes de eficiéncia do equipamento.

As contaminagbes poderdo dever-se ao autoclave, uma vez que, no 2°
ensaio, todos os materiais de controlo (varetas, goblés, agua esterilizada, gase
esterilizada, chdo e ar da camara), ndo apresentaram crescimento
microbioldgico, significando que o crescimento apresentado nas placas de Petri
dos materiais, depois dos ensaios, ndo provieram, provavelmente de qualquer
material usado.

Porém, provavelmente alguma da contaminagdo surgida, foi proveniente
da utilizagé&o da gaze né&o esterilizada utilizada para limpar o chdo da camara.
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10. Sugestdes de Melhoria

. Para o aperfeicoamento deste trabalho, sugere-se que no futuro, se
repitam os ensaios microbiolégicos, sendo realizados em maior nimero, com
amostras de material de producéo independentes esterilizados com um nimero
de ciclos diferentes.

" Pretende-se também a aplicagdo de ciclos de esterilizagdo diferentes,
bem como a utilizagdo de mais do que um autoclave.

. Sugere-se, se for o caso, a utilizacdo de meios de cultura selectivos para
assim se identificar as estirpes microbiolégicas presentes. E necessario
também relevar o facto de que sdo testes de manuseamento delicado e
trabalho minucioso, pelo que se tem que ter especial cuidado e condi¢cdes de
assepsia 0 mais rigorosas possivel.

" A utilizacdo de testes com enddsporos bacterianos produzidos por
espécies do género Bacillus e Clostridium, (muito resistentes ao calor, a
agentes quimicos e a radiagées), sdo utilizados para testar a eficacia de muitos
métodos de esterilizagdo. Assim, sugere-se o emprego deste tipo de testes,
para nao se duvidar da eficacia do autoclave na andlise de resultados
provenientes deste tipo de ensaios.
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