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Peracetic acid stability in disinfection process prior to wash

RESUMO

Objetivo: Avaliar a efetividade antimicrobiana e a estabilidade de formulacées de dcido pe-
racético com (Apc) e sem inibidor (Aps) de corrosdo. Materiais e Métodos: Corpos de prova
em aco inoxidavel foram contaminados com Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida
albicans, sangue e saliva e imersos em dacido peracético (Aps e Apc) por dez, quinze e trinta
minutos. Apos estes periodos, Apc e Aps foram neutralizados, agitados durante um minuto e a
suspencao obtida foi semeada (agar sangue), incubada (24h/37 °C) e as unidades formadoras
de coldnia (UFC) contadas. Este procedimento foi realizado seis vezes ao dia por 18 dias ndo
consecutivos por um periodo de trinta dias. Corpos de prova contaminados e ndo submetidos a
desinfeccdo foram utilizados como grupo controle. Resultados: Houve reducao significativa das
médias didrias de crescimento dos microrganismos para os dois grupos teste (Aps e Apc) quando
comparados ao grupo controle (p= 0,0000) sem diferenca estatistica significativa entre eles (p=
0,7517). Conclusdo: As duas solucdes de acido peracético mostraram-se eficientes no processo
de desinfeccéo, sendo a solugdo sem inibidor de corrosao estavel por um periodo maior.

Descritores: dcido peracético; reatividade-estabilidade; desinfeccao; oxidacao

ABSTRACT

Objective: To evaluate the stability of formulations of peracetic acid with (Apc) and without
inhibitor (Aps) of corrosion in the disinfection process prior to washing. Materials and Metho-
ds: Specimens of stainless steel were contaminated with Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Candida albicans, blood and saliva and immersed in peracetic acid (Aps and Apc) for ten,
fifteen and thirty minutes. After these periods, Aps and Apc were neutralized, stirred and the
suspension obtained was seeded (blood agar) incubated (24h/37°C) and colony forming units
counted. This procedure was carried out six times a day for 18 consecutive days for a period of
thirty days. Contaminated specimens and not disinfected were used as control group. Results:
There was significant reduction in the daily growth average of microorganisms for the two test
groups (Aps and Apc) when compared to control group (p = 0.0000) with no significant sta-
tistical difference between them (p = 0.7517). Conclusion: The two solutions of peracetic acid
were effective in the disinfection process, with the solution without corrosion inhibitor stable
for a longer period.

Descriptors: peracetic acid; reactivity-stability; disinfection; oxidation
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RELEVANCIA CLINICA

A desinfeccdo pré-lavagem ou terminal deve ser realizada
logo apds o uso do instrumental, sendo uma conduta em bios-
segurancga para minimizar o risco de contaminacdo do opera-
dor. Com a proibicdo do uso do glutaraldeido para este fim, o
mesmo tem sido substituido pelo dcido peracético, considerado
mundialmente como um dos mais rapidos e potentes agentes
microbicidas. Por apresentar um potencial corrosivo aos ins-
trumentais odontologicos, algumas marcas sdo comercializa-
das adicionadas de inibidores de corrosdo. Assim, a efetividade
antimicrobiana e estabilidade fisica de uma solucdo de acido
peracético adicionada de inibidor de corroséo foi comparada a
outra sem a sua adicdo.

INTRODUCAO

A contaminacdo de instrumentais pelo contato com sangue
e secrecOes durante os procedimentos médico-odontologicos €
inevitavel e tem relacdo direta com a infeccdo cruzada."??

Previamente a lavagem, uma desinfeccao do instrumen-
tal contaminado faz-se necessaria para a reducdo da carga
microbiana e consequente reduc¢ado do risco de infeccdo ocu-
pacional no seu preparo para o processo de esterilizagdo.***

Com a restricdo do uso do glutaraldeido como substancia
desinfetante, encontrar outro produto com esta finalidade tor-
nou-se preponderante.® Além disto, frente as desvantagens do
uso hipoclorito de sodio como agente desinfetante houve um
aumento no interesse do dcido peracético’ sendo utilizado na
Endodontia®, para desinfeccado de moldes®, entre outros™.

0 4cido peracético (acetil hidroperoxido ou acido peroxia-
cético) € um liquido incolor, com pH acido, alto teor oxidante,
ndo corante, odor avinagrado, corrosivo para metais e que
em baixas concentracdes tem acdo efetiva contra todos os
microrganismos e esporos bacterianos e € estavel em ampla
faixa de temperatura (0 a 40°C) e pequenas variacdes de pH."

A atividade desinfetante do acido peracético ¢ baseada
na oxidacdo dos constituintes celulares, ou seja, na liberacdo
de oxigénio ativo que interage com ligacdes de enxofre nas
proteinas, enzimas e outros metabdlitos dos microrganismos.
Também interrompe a funcdo osmotica, o transporte por lipo-
proteinas da membrana citoplasmatica e causa deslocamen-
to ou ruptura da parede celular, desta forma, facilitando sua
acdo contra microrganismos Gram-negativos. A sua acdo na
desnaturacdo de proteinas ajuda a explicar suas caracteristi-
cas esporicida e ovicida. Age também sobre as bases da mo-
lécula de DNA, além de inativar a catalase, uma enzima que
neutraliza a acdo dos radicais livres de hidroxila."

As principais vantagens do acido peracético sdo a biode-
grabilidade, atoxicidade e a acdo efetiva em matéria organica.
Além disto, apds 0 uso ha uma rapida decomposicdo transfor-
mando-se em dcido acético, agua e oxigénio. Para o descarte
apenas a sua diluicdo em dgua e o lancamento em rede de
esgoto é necessdria, ndo necessitando cuidados especiais.®

Frente a necessidade de definir pardmetros para a utiliza-
cdo correta de formulagdes comerciais do acido peracético,
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0 objetivo deste trabalho foi avaliar a efetividade antimicro-
biana e estabilidade fisica do dcido peracético, adicionado ou
ndo de agente inibidor de corrosdo, no processo de desinfec-
cdo prévia a lavagem de instrumentais.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados corpos-de-prova (CP) de aco inoxidavel,
com cinco centimetros de comprimento e dois milimetros de
didmetro. Todos os CP foram esmerilhados mecanicamente
com auxilio de lixadeira (DPU 10, Panambra industrial e técnica
S/A, Sao Paulo, SP, Brasil) para adquirir ranhuras e tiveram as
bordas arredondadas.

0 sangue utilizado na pesquisa foi obtido de uma mesma
bolsa de sangue proveniente de um hemonucleo, a qual ndo
havia sido utilizada para transfusdo por apresentar anticorpos
clinicamente significativos contra antigenos eritrocitarios (CEP
Unitau ne 038/11).

Para cada dia do experimento foram coletados aproximada-
mente 5mL de saliva, do pesquisador, em coletor universal es-
terilizado descartavel (J Prolab, Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil)
e, de culturas de 24h de Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Escherichia coli (ATCC 25922) e Candida albicans (ATCC 18804),
foram preparadas suspensdes em solugdo salina (NaCl 0,9%)
esterilizada com turvagdo compativel ao padrdo 0,5 da escala
de McFarland (aproximadamente 1,5 x 10° células por mililitro)
para as bactérias e 10° células por mililitro para as leveduras
(contagem em cdmara de Newbauer).

Em um Becker esterilizado foram adicionados 4 mL de cada
suspensao microbiana, 2 mL de saliva e 0,4 mL de sangue,
obtendo-se assim uma suspensdo rica em amostra biologica
contaminante. A cada experimento, catorze CP esterilizados
foram imersos na suspensdo contaminante recém-preparada
por trinta minutos (Figura 1).

FIGURA 1
Corpos-de-prova imersos na suspensao contaminante
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FIGURA 2
Variacédo da temperatura média diaria durante o periodo experimental

Em uma vasilha plastica (Plasvale, Gaspar, SC) com tampa
e capacidade para 250 mL foi colocada uma solucdo de acido
peracético 0,25% (Proxitane alfa®, Thech Desinfeccdo Ltda.,
SP) e, em outra vasilha de mesma marca e capacidade, uma
solucdo de acido peracético 0,25% (Proxitane alfa®) adiciona-
da de inibidor de corrosdo (Benzotriazol 0,07g, molibdato de
sodio 0,042g, fosfato dissodico 1,05g, acido 1-hidroxietilideno
1,1 difosfénico 0,238g), para que os CP fossem submetidos ao
processo de desinfeccdo.

Apds o periodo de contaminacéo, dois CP foram transferi-
dos com auxilio de pinca estéril para o tubo controle (contendo
8 mL de agua destilada esterilizada), seis CP para a solucéo de
dcido peracético sem adicdo de agente antioxidante e seis CP
para a solucdo de acido peracético com adicao de agente an-
tioxidante (grupos testes).

Da suspensao obtida no grupo controle, 100pL foram seme-
ados, em duplicata, em Agar BHI (Brain Infusion Heart, Difco,
Detroit, EUA), Agar manitol salgado (Oxoid Hampshire, England),
Agar MacConkey (Oxoid) e Agar Sabouraud (Oxoid) adicionado de
0,1mg/mL de cloranfenicol (Quemicetina Succinato/ Carlo Erba®,
Milano, M, Italia), para contagem total dos microrganismos e
das espécies contaminantes (S. aureus, E. coli e C. albicans).

Para os grupos testes, depois de cada periodo experimental
de desinfecgdo (dez, 15 e trinta minutos), dois CP foram retirados
de cada produto e transferidos com auxilio de pinca esterilizada
para tubos de ensaio contendo pérolas de vidro (n=20) e 8mlL
de agua destilada esterilizada adicionada de solug¢do neutra-
lizante especifica (Tiossulfato de sodio - Na2S203, VETEC, em
concentracdo de 2g/L)e submetidos a agitagdo (Vortex, Phoenix,
Araraquara, SP, Brasil) por um minuto. Das suspensdes obtidas,
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100uL foram semeados, em duplicata, em Agar BHI (Difco) para
contagem total dos microrganismos.

Todas as placas foram incubadas por 48h a 37°C para conta-
gem de unidades formadoras de colonia (UFC) por placa e calcu-
lo de UFC por mililitro.

Todos os procedimentos da analise microbiologica foram re-
petidos seis vezes por dia, trés a quatro vezes por semana, por
18 dias ndo consecutivos com as mesmas solucdes desinfetantes.

0 pH e concentragdo das solucdes desinfetantes foram verifi-
cados com fitas indicadoras (Macherey-Nagel, Diiren, Alemanha
e Merckoquant 100-500, Merck, respectivamente) no inicio e fi-
nal do experimento de cada dia. A temperatura de armazenagem
do produto durante o periodo experimental e as temperaturas
iniciais, maxima e final a cada dia do experimento foi verificada
utilizando um termémetro analdgico de ambiente com escala de
-30 a +50°C (Incoterm, Porto Alegre, RS).

Para analise da variagdo da temperatura ambiente foi uti-
lizada a analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste t de
Student. O teste ndo paramétrico de Wilcoxon foi utilizado
para verificar a reducdo de microrganismos pelo dcido peracé-
tico (controle da acidez), considerando os tempos de exposicdo
e 0 numero de repeticoes do experimento em um mesmo dia.
O teste de Mann-Whitney foi utilizado para analisar a acédo
do acido peracético quando comparado o log de UFC/mL do
controle com a média do log de UFC/mL, apos exposicdo ao
produto, em cada dia do experimento, independente do tempo
de exposicdo, entre os dias do experimento. O teste de Kruskall-
-Wallis comparou cada tempo de exposicdo entre os dias do
experimento. Todos os dados foram analisados considerando-
-se o nivel de significdncia de 5% (p < 0,05).
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FIGURA 3
Logaritimo de unidades formadoras de coldnia por mililitro (log de UFC/mL) para cada dia, considerando os tempos de imersdo em Proxitane alfa® com inibidor de corroséo

RESULTADOS

0 mesmo volume de dcido peracético da marca Proxitane
alfa® sem adicdo de agente antioxidante (Aps) ou com adicéo
de agente antioxidante (Apc) foi utilizado para desinfeccdo
por 18 dias ndo consecutivos por um periodo de trinta dias.
Ambos apresentaram concentracdo de 500 mg/L de 4cido pe-
racético durante todo o periodo experimental. Aps apresen-
tou pH 2,0 nos dois primeiros dias e do terceiro dia até o final
do experimento manteve o pH em 2,5. Ja Apc manteve pH 3,0
durante todo o periodo experimental.

A média diaria da temperatura ambiente é apresentada
na figura 2.

0O logaritimo de unidades formadoras de coldnia por mili-
litro (log de UFC/mL) para a contagem total de microrganis-
mos, apos contaminacdo dos corpos-de-prova, variou entre
3,38 e 4,05 (media de 3,7 e desvio padrdo de 0,22). A conta-
gem total de microrganismos (log de UFC/mL) apos exposicéo
ao Aps e Apc para cada repeticdo didria e tempo de exposicdo
sdo apresentados nas tabelas 1 e 2 respectivamente.

Houve reducdo significativa de microrganismos quando
comparado o log de UFC/mL do grupo controle com as mé-
dias didrias de crescimento apos exposicdo ao Aps (p=0,0000)
e ao Apc (p=0,0000). Quando comparada as médias (log de
UFC/mL) didrias de crescimento depois da exposicdo ao acido
peracético, ndo houve diferenca estatistica significativa entre
Aps e Apc (teste de Mann-Whitney, p= 0,7517).

0O teste de Kruskall-Wallis comparou cada tempo de expo-
sicao entre os dias do experimento. Ndo foram encontradas
diferencas significativas para cada tempo, ou seja, para dez
minutos (p= 0,132), quinze minutos (p=0,552) e trinta minu-

Artigo 03 - Estabilidade do acido peracético no processo de desinfecgdo prévia a lavagem - fluxo 1127.indd 379

tos (p= 0,132) e entre os tempos de exposicdo de exposigio
(test t de Student, p= 0,1424, figura 3).

DISCUSSAO

Desde o ano de 2006, a Anvisa' preconiza, para a drea
odontoldgica, o uso do acido peracético no processo de desin-
feccdo apos a limpeza do material. Embora seja sabido que a
limpeza (lavagem com agua, detergente e escova ou em lava-
dora ultrassonica) reduz aproximadamente 10° unidades for-
madoras de colonia (ufc) do contingente microbiano presente
nos artigos e superficies®, ainda ha o risco de contaminacéo,
do profissional ou de sua equipe, no processamento dos ins-
trumentais. Pensando em minimizar este risco, é recomendavel
que seja realizada uma desinfeccédo prévia a lavagem.

De acordo com a Secretaria de Saude do Estado de Séo
Paulo® a solugdo de acido peracético, em uso, tem validade de
até 28 dias e sua concentracdo deve ser monitorada com fita
teste especifica, diariamente ou semanalmente, porém esta re-
comendacao aplica-se somente ao material que ja passou pelo
processo de limpeza. Assim este trabalho se propds a analisar
parametros que validem o tempo que o dcido peracético, na
concentracdo de 0,25%, pode permanecer em uso para descon-
taminacéo prévia a lavagem, em formulacdo com e sem agente
antioxidante.

A formulacdo adicionada de agente antioxidante também foi
avaliada nesta pesquisa, apesar de o acido peracético ndo ser
corrosivo para aco inoxidavel das séries 304 e 316°, porque al-
guns instrumentais fabricados em aco inoxidavel para a Odonto-
logia contém pouca quantidade de cromo (elemento que confere
a inoxidabilidade) e é mais susceptivel ao processo de corrosdo.™
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TABELA 1
Contagem total de microrganismos apds exposicao ao acido peracético sem adi¢do de inibidor de corrosao, considerando as repeticdes em cada tempo de
exposicdo em cada dia do experimento, onde as unidades formadoras de col6nia por mililitro (UFC/mL) estdo expressas em logaritmo (Log) de base 10

Dia do Tempo de Repeti¢des/log de UFC/mL
experimento exposicdo 1 2 3 4 5 6 Meédia
10 0 0 0 0 0 0 0
1 15 0 0 0 0 0 0 0
30 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0
2 15 0 0 0 0 0 0 0
30 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0
3 15 0 0 0 0 0 0 0
30 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 1 0 1,17 0 0
7 15 0 0 07 0 0 0 0.2
30 0 0,7 0 0 0 0 0
10 0 0,7 0 0 07 0 0
8 15 0 0 0 0 0 0,7 0.2
30 0,7 0,7 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 07 0 0
9 15 0 0 0 0 0 0 0.2
30 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 2,04 0
10 15 0 0 07 0 0 0 03
30 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0
14 15 0,7 0 0 0 0 0 0,16
30 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0,7 0
15 15 0 0 0 0 0 0 0,1
30 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 1,18 0
16 15 0 0 0 0 0 0 0,14
30 0 0,7 0 0 0 0,7 0
10 0 0 0 0 0 1,54 0
20 15 0 0 0 0 0 0,7 0.2
30 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 07 0,7
21 15 0,7 0 0 0 0 0 0,24
30 0 0 0 0 0 0,7
10 0 0 0 0 1,81 0 0
22 15 2,86 0 0 0 0 0 0,43
30 0 0 0 0 0 1,18 0
10 0 0 19 0 0 0
23 15 0 0 0 0 0 0,7 0.1
30 1,18 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0
27 15 0 0 0 0 0 0 0,05
30 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0
28 15 0 0 0 0 0 0 0
30 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0
29 15 0 14 0 0 0 0 0,08
30 0 0 0 0 0 0 0
10 1,18 2,32 0 0 13 0 0
30 15 0 0 13 0 0 0,7 0,55
30 17 0 0 0 0 0 0

380 REV ASSOC PAUL CIR DENT 2015;69(4):376-82

Artigo 03 - Estabilidade do acido peracético no processo de desinfecgdo prévia a lavagem - fluxo 1127.indd 380 23/11/15 16:34



Microbiologio m

TABELA 2
Contagem total de microrganismos apds exposicao ao acido peracético com adigdo de inibidor de corrosao, considerando as repeticdes em cada
tempo de exposicdo em cada dia do experimento, onde as unidades formadoras de colnia por mililitro (UFC/mL) estdo expressas em logaritmo (Log) de base 10

Dia do Tempo de Repetigdes/log de UFC/mL

experimento exposicdo 1 2 3 4 5 6
10 0 0 0 0 0 0

1 15 0 0 0 0 0 0
30 0 0 0 0 0 0

10 1,17 0 0 0 0 1,17

2 15 0 0 0 0 0 0
30 0 0 0 0 0 0

10 0 0 0 0,7 0 0

3 15 0 0 0 0 0 0
30 0 0 0 0 0 0

10 0 1 0 0 0 0

7 15 0 0 1 0 0 0,7
30 0 0 0 0 0 0

10 1,7 0 0 0 0 0

8 15 0 0 0 0 0 0,7
30 0 0 0 0 0 0

10 0 0 0 1,95 0 0

9 15 0 0 0 0 0 0
30 0 0 0 0 0 0

10 0 0 0 0 0 0

10 15 0 0 0 0,7 0 0,7
30 0 0 0 0 0 0

10 0,7 0 0 0 0 0

14 15 0 0 0 0 0 0,7
30 0 0 0 0 0 0

10 0 0 0 0 0 0

15 15 0 0 0 0 0 0
30 0 0 0 0 0 0,7

10 0 0,7 0 0 0 0

16 15 0 0 0 0 0 0
30 0 0 0 0 0 0

10 0 0 0 0 0 0

20 15 0 1 0 13 0 0
30 1,93 0 1,18 1,18 0 0

10 0 0 2,36 0,7 0 0

21 15 0 0 0 0 0 0
30 13 0 0 0 0 0

10 0 0 0 0,7 0 0

22 15 0 0 0 0 0 0
30 0 0 0 0 0 0

10 0 0 0 0,7 0 0

23 15 0 0 0 0 0 0
30 0 0 0 0 0 0

10 0 0 0 0 0 0,7

27 15 0 0 0 0,7 0 0
30 2,41 0 0,7 0 0 0

10 0 0,7 0 0 0 1,92

28 15 0 0 0 0 0 2,49
30 0 0 0 0 0,7 0

10 1,81 1 2,06 2,1 2,18 2,08
29 15 0 0 2,53 0,7 0 1
30 0 0 0 0 0 0

10 1,81 2,46 1,78 23 2,08 24

30 15 0 0 1,78 0 1,65 17
30 0 0 0 0,7 0 0
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Durante todo o periodo experimental foi detectada uma
concentragdo de 500 mg/L de dcido peracético no produto
Proxitane alfa® na sua forma original ou quando adicionado
de agente inibidor de corrosdo, se mantendo dentro da faixa
preconizada pela Secretaria da saude - SP (300 a 700 mg/L)
e semelhante aos resultados encontrados por Costa (2015)'®
onde, o Proxitane alfa® em sua formulacdo original apresen-
tou concentracdo de 500 mg/L no primeiro dia de experimen-
to e de 400 mg/L nos demais dias (onze ndo consecutivos).
Este fato foi importante, pois ndo houve uma diferenca signi-
ficativa na reducao microbiana entre a formulacdo original e
o produto adicionado de inibidor de corrosdo em cada tempo
ou mesmo entre os variados tempos de exposicdo, podendo o
mesmo ser utilizado para a desinfeccdo prévia a lavagem pelo
menor tempo avaliado (10 minutos).'®'718

QOutro fator diz respeito as variagdes de pH de 2 a 3
encontrados neste trabalho, favoravel para o processo de
desinfeccao considerando que nesta faixa de pH ha uma
maior efetividade do produto pois o mesmo ndo sofre dis-
sociacdo."

A temperatura ambiente durante o periodo experimental
variou entre 24 e 30°C. Como a concentracdo inicial do Pro-
xitane alfa® ¢ de 2500 mg/L (0,25%) a ocorréncia da perda
de concentracdo com a variagao de temperatura ndo pdde ser
avaliada acima de 500 mg/L, pois o indicador utilizado neste
experimento mensura variagdes entre 100 e 500 mg/L, entre-
tanto esta variacdo € possivel, pois de acordo com Kunigk et al.

REFERENCIAS

(2001)" 0 aumento da temperatura causa decomposicdo mais
rapida da solucdo de acido peracético.

No presente trabalho, o limite definido para considerar a
eficacia desinfetante dos produtos foi uma reducdo minima de
80% dos microrganismos. Sendo assim, o Proxitane alfa® em
sua formulacdo original, com base nos resultados do presente
trabalho, pode ser utilizado no processo de desinfeccdo por 22
dias (13 ndo consecutivos) e o produto adicionado de inibi-
dor de corrosdo por 20 dias (11 ndo consecutivos). Para uma
reducdo acima de 90%, ou seja, um padrdo mais rigoroso de
controle, o Proxitane alfa® em sua formulagao original pode
ser utilizado no processo de desinfeccdo por 21 dias (12 néo
consecutivos) e o produto adicionado de inibidor de corrosio
por 16 dias (dez ndo consecutivos).

CONCLUSAO

A partir dos resultados do presente trabalho foi possivel
concluir que o Proxitane alfa® em sua formulacdo original
demonstrou estabilidade superior ao produto adicionado de
agente inibidor de corrosdo no processo de desinfeccdo pré-
via a lavagem.

APLICACAO CLINICA

A desinfeccdo de instrumentais € rotina no consultorio
odontoldgico, sendo o acido peracético utilizado para este
fim. O artigo demonstra a sua eficacia na desinfeccdo de ins-
trumentais sem prejuizo da vida util por conta da corroséo.
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