Zita Sofia Barbosa Avelar Determinacio das atividades antibacteriana e antifiingica de substratos funcionalizados

UMinho | 2016

Universidade do Minho
Escola de Engenharia

Zita Sofia Barbosa Avelar

Determinacao das atividades antibacteriana

e antifungica de substratos funcionalizados

Outubro de 2016






Universidade do Minho
Escola de Engenharia

Zita Sofia Barbosa Avelar

Determinacao das atividades
antibacteriana e antifingica de substratos

funcionalizados

Dissertacao de Mestrado
Mestrado Integrado em Engenharia Biologica
Ramo Tecnologia Quimica e Alimentar

Trabalho realizado sob a orientacao do

Professor Doutor Engenheiro Anténio Augusto
Martins de Oliveira Soares Vicente

do

Engenheiro César André de Sa Martins

e da

Doutora Joana Teresa Rodrigues Martins

Outubro de 2016



Autor

Zita Sofia Barbosa Avelar

Titulo

Determinacao das atividades antibacteriana e antifingica de substratos funcionalizados

Orientadores

Professor Doutor Antonio Augusto Martins de Oliveira Soares Vicente
Engenheiro César André de Sa Martins

Doutora Joana Teresa Rodrigues Martins

Ano de conclusao
2016

Mestrado Integrado em Engenharia Bioldgica

DE ACORDO COM A LEGISLACAO EM VIGOR, NAO E PERMITIDA A REPRODUGCAO DE
QUALQUER PARTE DESTA DISSERTACAOQ.

Universidade do Minho, 30/10/2016

Assinatura:




Agradecimentos

A realizacdo deste projeto ndo teria sido possivel sem o apoio e orientacdo de algumas
pessoas a quem deixo aqui 0s meus sinceros agradecimentos.

Ao meu orientador, Professor Anténio Vicente, pela sua disponibilidade e interesse em
ouvir a evolucdo do meu trabalho e pelos conselhos que me transmitiu no decurso do mesmo.
Agradeco também pela oportunidade em trabalhar no LIP, por todos os ensinamentos e pelas
otimas condicdes para a realizacao do trabalho.

A minha coorientadora Doutora Joana Martins pela ajuda preciosa no decurso do meu
trabalho experimental e por toda a disponibilidade no esclarecimento das duvidas que foram
surgindo ao longo do projeto.

Ao Engenheiro César Martins pela oportunidade em estagiar na Smart Inovation, pelos
ensinamentos e pela disponibilizacdo dos meios necessarios para a realizacao do trabalho.

A Alice pela sua dedicacéo, pelo esclarecimento de todas as minhas duvidas e receios e
pelo apoio constante no decurso do meu trabalho.

A todos os investigadores do LIP pelo companheirismo, ajuda e pelo excelente ambiente
de trabalho.

Aos meus amigos que sempre me incentivaram e ajudaram a superar todas as
dificuldades ao longo do meu trabalho, e por todo o carinho que demonstraram.

Ao Claudio, pelo seu afeto, transmissado de confianca e cumplicidade. Pelo apoio nos
momentos mais complicados e, acima de tudo, por me ajudar na realizacao dos meus sonhos.

A toda a minha familia o meu muito obrigado por estarem sempre do meu lado e
acompanharem de perto todo o meu percurso académico, e acima de tudo, por sempre

acreditarem em mim.
Sem vocés nada disto seria possivel.

A todos, muito obrigada!



Vi



Resumo

Com o presente trabalho pretendeu-se otimizar a concentracao de quatro formulacoes Si
(contendo principios bactericidas e fungicidas), quando aplicadas em substratos. Atualmente
estas solucoes ja sao produzidas e comercializadas pela Smart Inovation.

Assim, o trabalho foi dividido em duas partes. Na primeira parte foram preparadas e
aplicadas as formulacées contendo os principios ativos bactericidas e fungicidas nos dois tipos
de materiais em estudo: téxteis e tintas (aplicadas em placas de madeira). Na segunda parte do
presente trabalho foram determinadas as atividades antibacteriana e antifungica dos substratos
a testar. Nesta parte do trabalho foram realizados quatro testes distintos.

O teste Fungicida Téxtil foi realizado para a determinacdo da atividade antifungica de
téxteis de algodao contendo a formulacdo Si Pé de Atleta. Neste teste constatou-se a
possibilidade de diminuicdo da concentracao de formulacdo Si atualmente aplicada nos téxteis
em 7,9%, mantendo a mesma eficacia antifungica. O teste Bactericida Industrial Téxtil foi
realizado para determinacao da atividade antibacteriana de téxteis de algodao contendo a
formulacao Si Bactericida Industrial Téxtil. Apos a realizacao deste teste concluiu-se que poderia
ser aumentada a concentracdo de formulacao Si em 14,3% para obtencdao de melhores
resultados relativamente a eficacia antibacteriana. O teste Bactericida Aditivo Maquina de Lavar,
tal como o teste anterior, foi realizado para a determinacao da atividade antibacteriana de téxteis
de algodao contendo uma formulacdo diferente - Si Bactericida Aditivo Maquina de Lavar. Os
resultados deste teste implicam um aumento da concentracdo de formulacao Si em 40%, face a
atualmente aplicada, mas com a possibilidade de uma melhoria na eficacia antibacteriana dos
téxteis. Por ultimo, o Teste Bactericida Aditivo Tintas foi executado de modo a determinar a
atividade antibacteriana de tintas (aplicadas em placas de madeira) contendo a formulacéo Si
Bactericida Aditivo Tintas e Vernizes. Neste teste, concluiu-se que seria interessante reduzir a
concentracdo atualmente aplicada em 1% ou 2%, com a possibilidade de se verificarem os
mesmos resultados em termos de eficacia antibacteriana.

De um modo geral, todas as amostras que poderao ser validadas pela empresa
apresentaram resultados em termos de reducao antimicrobiana acima dos 95%. Estes resultados
poderao ser utilizados pela empresa com vista a uma melhoria da eficacia antimicrobiana das
solucdes produzidas quando aplicadas em substratos funcionalizados.

Palavras-chave: otimizacao, funcionalizacao, antibacteriano, antifingico, téxteis, tintas
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Abstract

This work aims to optimize the concentration of four Si formulations (containing
bactericidal and fungicidal compounds), when applied to substrates. Currently, these
formulations are already produced and commercialized by Smart Inovation.

The project was divided in two parts. In the first part, the formulations containing
bactericidal and fungicidal compounds were prepared and applied in two different materials:
textiles and paints (applied on wooden boards). In the second part of this work the antibacterial
and antifungal activities of the substrates were determined by the performance of four different
tests.

The Athlete's foot test was performed to determine the antifungal activity on textiles
(cotton) containing Si Athlete's Foot formulation. The test results showed the possibility of
decreasing the concentration of Si formulation that is currently applied in textiles in 7.9%,
maintaining the same antifungal effectiveness. The Bactericidal Industrial Textile test was
performed to determine the antibacterial activity on textiles (cotton) containing Si Bactericidal
Industrial Textile formulation. This test allowed to conclude that concentration of Si formulation
could be increased in 14.3% in order to obtain enhanced results regarding antibacterial
effectiveness. The Bactericidal Washing Machine test, as the previous test, was carried out to
determine the antibacterial activity on textiles (cotton) containing a different Si formulation- Si
Bactericidal Washing Machine. The test results imply an increase of Si concentration formulation
in 40%, compared to the currently applied, but with the possibility of an improved antibacterial
effectiveness of textiles. Finally, the Bactericidal Paint and Varnish test was performed to
determine the antibacterial activity of paints (applied on wooden boards) containing Si
Bactericidal Paint and Varnish formulation. The results showed that it would be interesting to
decrease the concentration of Si formulation currently applied in 1% or 2%, with the possibility of
maintaining the same results in terms of antibacterial effectiveness.

In general, all samples that may be validated by the company presented results in terms
of antimicrobial reduction above 95%. These results could be used by Smart Inovation to improve

the antimicrobial effectiveness of solutions when applied to functionalized substrates.

Keywords: optimization, functionalization, antibacterial, antifungal, textiles, paints
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I- Introducao

No presente capitulo é feito, em primeiro lugar, um enquadramento do trabalho, sendo
apresentada a empresa Smart Inovation e abordados os objetivos do projeto.

Nos dois subcapitulos seguintes é feito um estudo dos dois tipos de materiais utilizados
nos testes antimicrobianos: fibras téxteis (algoddo) e tintas. Outro subcapitulo aborda a
importancia dos tratamentos antimicrobianos, focando-se nas infecdes nosocomiais e pé de
atleta.

Inclui-se também um subcapitulo dedicado aos agentes antimicrobianos mais comuns
em téxteis e tintas: piritionato de zinco, prata e seus derivados e compostos quaternarios de
amonio (CQA), sendo também estudados os dois compostos utilizados pela Smart Inovation:
cloreto de benzalconio e digluconato de clorexidina.

Por ultimo, dedica-se um subcapitulo ao conhecimento das trés normas em que se
basearam os testes antimicrobianos: NP EN 14119:2005 - Ensaios em Téxteis - Avaliacdo da
Acdo dos Microfungos, ASTM E2149 - Método de Teste Padrdo para a Determinacdo da
Atividade Antimicrobiana de Agentes Antimicrobianos Imobilizados sob Condicdes de Contacto
Dindmicas e 1SO 22196:2007 - Plasticos - Medicdo da Atividade Antibacteriana em Superficies

Plasticas.




1. Enquadramento geral

1.1. A empresa Smart Inovation, Lda.

A Smart Inovation, Lda. surgiu no ano 2010 como uma empresa integrada num grupo
empresarial multidisciplinar sendo detentora de um vasto conhecimento na industria das novas
tecnologias que empregam principios ativos inovadores. A empresa dispde de uma area de 800
m? onde se inclui o laboratério de experimentacao. Possui também dois reatores com uma
capacidade média de producao de 100 Toneladas/més.

Esta empresa possui uma equipa diversificada, composta por profissionais competentes
como investigadores, médicos e gestores que se dedicam diariamente a identificacdo e
desenvolvimento de solucdes inovadoras. Tais solucdes apresentam um grande potencial de
aplicacao em diversas industrias, como a industria téxtil, saude, imobiliaria e construcao, papel,

ceramica, agricultura, veterinaria e ambiente.

1.1.1. A Tecnologia Si

Esta tecnologia foi especificamente desenvolvida pela Smart Inovation sendo, portanto,
inovadora e unica. Trata-se de uma matriz de particulas capaz de transportar substancias ativas.
A Smart Inovation tem por base uma patente da qual ¢ detentora N° WO 2016/016867.

Apods incorporacao dessas substancias ativas, a matriz pode ligar-se aos mais diversos
materiais, tais como, téxteis, tintas, vernizes, papéis ou ceramica, atribuindo-lhes novas
propriedades e caracteristicas diferenciadoras (Smart Inovation Lda., 2016).

Recorrendo a esta inovadora tecnologia, a Smart Inovation pretende combater e prevenir
determinadas doencas que se revelam verdadeiros flagelos mundiais (Smart Inovation Lda.,
2016).

Doencas como a Malaria, o Dengue e a Febre-amarela, responsaveis por uma elevada
taxa de mortalidade em todo o mundo, tendo como principais grupos de risco os idosos e as
criancas e sendo responsaveis, em alguns casos, por cerca de 40% das despesas de saude
publica, poderdo ser evitadas utilizando o produto Si Repel Mosquito, que pode ser aplicado nos
mais diversos substratos como tintas, vernizes, mosquiteiras, entre outros (Smart Inovation Lda.,
2016).

As infecdes nosocomiais poderao ser evitadas utilizando o produto Si Bactericida, que

nao apresenta qualquer risco para a saude humana podendo reduzir drasticamente o nimero de



infecdes. A sua aplicacao podera ser feita, por exemplo, em roupas hospitalares, nomeadamente
em uniformes de médicos e enfermeiros (Smart Inovation Lda., 2016).

A doenca do pé diabético, uma consequéncia grave da diabetes, conduzindo, em casos
extremos, a amputacdo do pé, podera ser combatida com a utilizacdo do produto Si Pé
Diabético, aplicado em meias, o que permite melhorar a circulacao sanguinea e prevenir as
infecdes tipicas nos pés de diabéticos (Smart Inovation Lda., 2016).

A micose do pé, mais conhecida como pé de atleta, ¢ uma doenca frequente em todo o
mundo. Estima-se que s6 em Portugal existam cerca de 2 milhdes de portugueses com este
problema. A aplicacdo do produto Si Pé de Atleta previne eficazmente este problema
promovendo e acelerando o processo de cura (Smart Inovation Lda., 2016).

As frieiras sdo também causadoras de um grande desconforto, tendo-se tornado uma
causa de absentismo laboral. Este problema podera ser resolvido com a aplicacdo do produto Si
Frieiras em luvas ou meias, de forma a aliviar o prurido e vermelhdo nas zonas que estdo
afetadas.

Para além dos acima referidos, outros produtos vdo sendo desenvolvidos e
comercializados. Na Figura 1 encontram-se alguns produtos desenvolvidos e atualmente

comercializados pela Smart Inovation (Smart Inovation Lda., 2016).

Bactericida

Smart Inavation

Acaros

Smart Inovation

Frieir_as Pé de Atleta

Smart Inovation Smart Inovation

Repel
Mosquito

Smart Inovation

Térmitas

Smart Inavation

Pé Diabético

t Inovation’

Figura 1- Produtos desenvolvidos e atualmente comercializados pela Smart Inovation (reproduzido de Smart
Inovation Lda., 2016).

1.1.2. Atividade I&D

A criacdo de solucdes para os mais variados ramos da industria torna fundamental o
acompanhamento das tendéncias de mercado e a constante evolucdo dos produtos. A vontade
de superar barreiras e ir ao encontro das necessidades diarias dos consumidores é o que
distingue esta empresa, que apresenta como pilar fundamental a atividade de I&D. Desta forma,
torna-se possivel a transformacdo de ideias e conhecimentos em produtos comercialmente

viaveis.



1.2. Objetivos do trabalho

Com a realizacdo deste projeto pretendeu-se otimizar a concentracdo dos principios
ativos (formulacoes Si) atualmente produzidos e aplicados pela Smart Inovation em dois tipos de
substratos distintos - téxteis e tintas (aplicadas em placas de madeira). Para tal, foi necessario
proceder a determinacdo das atividades antibacteriana e antifungica desses dois tipos de
substratos funcionalizados com os principios ativos bactericidas e fungicidas.

Assim o projeto foi dividido, fundamentalmente, em duas partes:

A. Preparacdo e aplicacdo das formulacdes contendo os principios ativos bactericidas e
fungicidas em dois tipos de materiais em estudo: téxteis e tintas (aplicadas em placas de

madeira);

B. Determinacao das atividades antibacteriana e antifiingica dos substratos funcionalizados:
téxteis e tintas (aplicadas em placas de madeira). Foram realizados na totalidade quatro

testes diferentes:

B.1. Teste Fungicida Téxtil: determinacdo da atividade antifungica de téxteis
(algodao) contendo a formulacdo Si Pé de Atleta;

B.2. Teste Bactericida Industrial Téxtil: determinacédo da atividade antibacteriana
de téxteis (algoddo) contendo a formulacdo Si Bactericida Industrial Téxtil;

B.3. Teste Bactericida Aditivo Maquina de Lavar: determinacdo da atividade
antibacteriana de téxteis (algodao) contendo a formulacdo Si Bactericida Aditivo
Maquina de Lavar;

B.4. Teste Bactericida Aditivo Tintas: determinacdo da atividade antibacteriana de
tintas (aplicadas em placas de madeira) contendo a formulacdo Si Bactericida

Aditivo Tintas e Vernizes.



2. Fibras téxteis - O algodao

A fibra de algodao é considerada uma das mais antigas fibras naturais e, devido as suas
caracteristicas diferenciadoras como, por exemplo, suavidade, forca, brilho e capacidade
absorvente, tem vindo a ser utilizada pelo Homem para os mais variados propositos (Mangat,
2009).

Esta fibra é, na sua maior parte, composta por celulose, acima de 90%, assim como
outros materiais nao celuldésicos em menor quantidade como apresentado na Tabela 1

(Koztowski, 2012).

Tabela 1- Composicdo média da fibra de algodao (adaptado de Mangat, 2009)

Componente Quantidade (%)
Celulose 88-96
Pectinas 0,9-1,2
Proteinas 1,1-1,9

Ceras 0,3-1,0
Acidos organicos 0,5-1,0

Sais minerais 0,7-1,6
Acucares 0,3
Toxinas 0,9

Vitaminas e pigmentos R

2.1. A estrutura da fibra de algodao

A fibra de algodado possui uma estrutura fibrilar, sendo constituida por varias camadas.
Estas camadas sao designadas por parede primaria, parede secundaria e limen, como pode ser
observado na Figura 2. A estrutura da parede primaria e da camada exterior (cuticula)
influenciam as propriedades da fibra, o seu processamento e a sua utilizacao (Koztowski, 2012).

E nas camadas exteriores que a maior parte dos materiais ndo celuldsicos se
encontram. A camada mais externa, designada de cuticula, é constituida por ceras e gorduras,
responsaveis pela lubrificacdo da fibra. Esta camada envolve a parede primaria que, por sua vez,
¢ constituida maioritariamente por celulose amorfa e materiais nao celuldsicos (hemicelulose,

pectinas, proteinas e ides metalicos). A presenca destes materiais e a orientacdo ndo estruturada

! Quantidade vestigial.



da celulose amorfa tornam esta camada aberta e desorganizada. A camada secundaria é
constituida apenas por celulose cristalina, conferindo-lhe uma estrutura compacta e altamente

organizada (Kozlowski, 2012; Pekhtasheva et al., 2012).

Parede primaria
Parede secundaria

Lumen

Figura 2- Estrutura do algodao (adaptado de Kozlowski, 2012).

2.2. A biodegradacao da fibra de algodao

As fibras téxteis, pelas suas propriedades inerentes, sdo facilmente atacadas por
microrganismos, sendo danificadas e perdendo todo o seu valor econdmico. Os microrganismos
constituem uma ameaca aos materiais téxteis em todas as fases da sua producdo, desde a
rececdo da matéria-prima, transporte, armazenamento até ao produto final (Gutarowska &
Michalski, 2012).

A degradacao microbiana dos materiais téxteis depende, em primeiro lugar, da
composicado quimica e da estrutura da fibra (Pekhtasheva et al., 2012). As fibras naturais, como
0 algodao, possuem uma estrutura porosa, retendo agua, oxigénio e nutrientes, originando um
ambiente ideal para o crescimento dos microrganismos. A sua densidade e espessura também
afetam o desenvolvimento dos microrganismos (tecidos mais finos e pouco densos sdo mais
rapidamente biodegradados). No algodao, o teor em celulose ¢, como referido anteriormente,
superior a 90%, sendo esta degradada em glucose por hidrélise enzimatica e utilizada pelos
microrganismos como substrato. Para além disto, alguns compostos como o amido, derivados
de proteinas, gorduras e ¢leos usados nos acabamentos do téxtil podem também conduzir aos
crescimentos dos microrganismos.

Assim, as fibras de origem natural, como o algodao sao, sem duvida, as mais suscetiveis
de sofrer biodeterioracao relativamente as de origem sintética (Boryo, 2013; Deshmukh et al.,

2013; Gutarowska & Michalski, 2012).



2.2.1. Microrganismos responsaveis pela biodegradacao do algodao

Os principais microrganismos responsaveis pela biodegradacao do algoddo sao as
bactérias e os fungos (Boryo, 2013).

Os fungos degradam mais facilmente as fibras de algoddo em relacdo as bactérias, uma
vez que estas necessitam de um elevado teor de humidade e saturacdo das fibras em todas as
fases do processo de degradacao (Muthu, 2014).

Os principais microrganismos capazes de degradar a fibra do algodao encontram-se

representados na Tabela 2 (Muthu, 2014).

Tabela 2- Principais microrganismos responsaveis pela biodegradacéo do algodao (adaptado de Muthu, 2014)

Fungos Chaetomium sp., Fusarium sp., Myrothecium sp., Memnoniella sp., Stachybotrys sp.,
Verticillium sp., Alternaria sp., Trichoderma sp., Penicillium sp., e Aspergillus sp.

Bactérias Cyfohaga sp., Cellulomonas sp., Cellvibrio sp., Bacillus sp., Clostridium sp., e Sporocytophaga
sp.

Sendo a celulose o constituinte maioritario da fibra de algodao, é natural que esta seja
alvo de atagues microbianos. As bactérias e os fungos constituem, maioritariamente, o grupo de
microrganismos responsaveis pela hidrolise enzimatica da celulose (Arshad & Mujahid, 2011;

Muthu, 2014).

2.2.2. Mecanismo de biodegradacao do algodao

O ataque microbiano a fibra de algodao é feito de forma distinta para as bactérias e
fungos. No caso das bactérias, o ataque é feito da superficie do material até as camadas
internas da fibra. Contrariamente, os fungos iniciam o ataque nas fissuras a superficie ou nas
extremidades da fibra e a degradacéo ocorre das camadas mais internas para as camadas mais
externas do material (Arshad & Mujahid, 2011; Muthu, 2014).

O crescimento microbiano e consequente producdo de metabolitos secundarios nas
fibras téxteis como o algodao é manifestado por aparecimento de coloracao, defeitos, quebra das
fibras, deterioracdo das propriedades mecanicas (forca e elongacdo), reducdo do peso
molecular, libertacdo de substancias volateis e mudanca na cristalinidade da fibra (Deshmukh et

al., 2013; Pekhtasheva et al., 2012).



3. Tintas

As tintas sao misturas uniformemente dispersas, com uma viscosidade que pode variar
entre um liquido fino e uma pasta semi-solida, consistindo, basicamente, num pigmento
suspenso num liquido de transporte, como um o6leo ou agua. A tinta pode ser aplicada com um
rolo ou outro utensilio proprio numa camada fina em varios materiais como madeira, metal ou
até mesmo pedra. Embora tenha como objetivo principal a protecdo da superficie contra a
corrosao, oxidacao ou condicdes ambientais, a tinta constitui também um elemento decorativo
no nosso dia-a-dia (Obidi et al., 2009).

As tintas podem ser classificadas de varias formas, nomeadamente quanto ao tipo de
solvente utilizado, dependendo do critério considerado (Yamanaka et al., 2006).

No contexto do projeto apenas serdo abordadas as tintas de base aquosa ou tintas
plasticas, como sao usualmente designadas (CIN, 2016b). As tintas de base aquosa diferem das
tintas de base solvente por libertarem um cheiro menos intenso e menos agressivo, 0 que
conduz a uma aplicacao do produto menos incomodativa. Para além disso, sao necessarios

menores cuidados na aplicacdo da tinta (CIN, 2016a).

3.1. Composicao das tintas

De acordo com a Associacdo Portuguesa de Tintas (APT), (2016) as tintas sao
constituidas por quatro grandes grupos de constituintes: o ligante (resinas), os solventes e
diluentes, os aditivos e as matérias pulverulentas (pigmentos e cargas) (Ravikumar et al., 2012;

Yamanaka et al., 2006):

3.1.1. Ligante (Resinas)

O ligante, que consiste em uma ou mais resinas que constituem o veiculo fixo, € o
constituinte mais importante das tintas, sendo responsavel pelas principais propriedades do
revestimento, como o brilho, a resisténcia quimica e fisica, a secagem e a aderéncia. As tintas

sao classificadas de acordo com a natureza quimica do ligante.

3.1.2. Matérias pulverulentas

e Pigmentos



Os pigmentos sao responsaveis pela atribuicdo da cor e opacidade e brilho a tinta,
influenciando muitas das suas propriedades, como a durabilidade, resisténcia a corrosao ou
resisténcia ao fogo. Para que o pigmento seja eficaz necessita de se encontrar uniformemente

disperso por todo o solvente.

e Cargas
As cargas correspondem a minerais industriais, como o carbonato de calcio, cuja funcao
principal é o controlo e melhoria de certas propriedades da tinta como o brilho, reologia da tinta,

dureza, resisténcia a riscagem, permeabilidade ou aderéncia.

3.1.3. Solventes e diluentes

Os solventes sdo compostos organicos ou agua responsaveis pela dissolucado da resina e
pelo aspeto liquido da tinta com uma determinada viscosidade. As tintas de base aquosa
utilizam como fase volatil a agua adicionada a uma pequena quantidade de liquidos organicos
compativeis. No final da aplicacdo da tinta o solvente evapora, restando uma camada de filme
seco sobre 0 material. Na escolha de um solvente deve ser tida em consideracao a solubilidade
das resinas, viscosidade e a forma de aplicacdo. Os diluentes reduzem a viscosidade da tinta a

um nivel adequado para a sua aplicacao.

3.1.4. Aditivos

Neste grupo encontram-se alguns componentes que sao adicionados em quantidades
muito baixas (geralmente <5%) com o propdsito de controlar certas propriedades da tinta. Alguns
exemplos de aditivos sao: agentes dispersantes/molhantes, secantes, biocidas, inseticidas ou

inibidores de corrosao.

3.2. A biodegradacao das tintas

A tinta &, como referido anteriormente, constituida por um conjunto de componentes
como resinas, solventes, pigmentos e aditivos. Alguns destes componentes, nomeadamente
compostos organicos presentes na formulacao, sao utilizados pelos microrganismos como fonte
de substrato, causando a degradacéo da tinta tanto na sua forma liquida como no filme seco

(Ishfaq et al., 2015; Obidi et al., 2009).



Um exemplo disso sao as tintas acrilicas de base aquosa, que representam um alvo para
0S microrganismos, uma vez que contém derivados de celulose como agentes espessantes,
constituindo uma fonte de carbono para alguns grupos de microrganismos (Bellotti et al., 2015).

Existem inumeros fatores que influenciam a degradacdo das tintas pelos
microrganismos, tais como: o ambiente de anaerobiose no interior do recipiente da tinta, a
natureza organica dos constituintes da tinta, a qualidade microbiana do recipiente e o nivel de
higiene durante o processo de fabrico da tinta (Obidi et al., 2009).

Embora as tintas estejam sujeitas a biodegradacdo por parte de bactérias, fungos ou
algas (Ishfaq et al., 2015; Ravikumar et al., 2012), no contexto do projeto, sera apenas abordado

0 ataque bacteriano a tintas, com énfase nas tintas de base aquosa.

3.2.1. Degradacao bacteriana das tintas plasticas

As tintas sao suscetiveis a crescimento bacteriano quando se encontram no estado
liquido, com possibilidade de ocorrer posterior colonizacao dando origem, eventualmente, a
determinados problemas no interior do recipiente que ira conter a tinta no final do processo. A
tinta podera perder a sua espessura caso 0 agente espessante, normalmente éter de celulose,
seja atacado por enzimas (celulases) produzidas pelas bactérias, introduzidas na formulacéo
devido a contaminacdo de certos componentes (Ravikumar et al., 2012).

As bactérias sdo os principais microrganismos responsaveis pela degradacao das tintas
plasticas quando estas se encontram no interior do recipiente (Florio & Miller, 2004; Melzer
Chemicals Pvt. Ltd., n.d.).

Considerando que as tintas de base aquosa sdo maioritariamente constituidas por agua
e compostos organicos, certos microrganismos, como bactérias, conseguem multiplicar-se
rapidamente, deteriorando a tinta. Assim, e considerando que o ataque bacteriano ¢é
praticamente inevitavel, torna-se altamente aconselhavel a adicdo de conservantes na tinta que é
armazenada num recipiente, especialmente se esta ndo for usada brevemente. A contaminacao
pode ter origem nas matérias-primas ou na propria agua, caso esta nao seja submetida a um
procedimento de esterilizacao (Florio & Miller, 2004).

O ataque bacteriano as tintas apenas ocorre sob determinadas condicdes,
nomeadamente de temperatura, humidade e radiacado (Ravikumar et al., 2012).

Nas tintas, os géneros de bactérias mais comumente isoladas sao Bacillus,

Pseudomonas, Enterobacter, Proteus, Escherichia, Micrococcus, Seratia e Aeromonas, incluindo
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bactérias anaerdbicas como Bacteroides, Clostridium, Desulphovibrio e Bifidobacterium (Obidi et

al., 2009).

Relativamente ao mecanismo de biodegradacao das tintas este inicia-se com a aderéncia
das bactérias e formacao de um biofilme, um complexo ecossistema microbiano, com posterior
degradacdo dos derivados de celulose pelas celulases, sendo o produto final da degradacao
utilizado pelas bactérias como fonte de carbono. Ao contrario do crescimento de fungos e algas,
que é bem visivel a olho nu, o crescimento de bactérias pode estar a ocorrer numa superficie
que, aparentemente, se encontra limpa, a uma taxa suficiente para causar certos efeitos
adversos. Tais efeitos podem incluir a destruicdo da superficie seguida de rutura da tinta e
deterioracao/corrosado do substrato revestido ou formacéo de bolhas de tinta derivado a certas
atividades metabdlicas.

Assim que uma tinta de base aquosa é contaminada as suas propriedades fisicas e
quimicas sdo alteradas, apresentando um odor fétido, reducéo do pH e da viscosidade, presenca

de gas, mudanca de cor, corrosdo do recipiente e gelificacdo da tinta. (Florio & Miller, 2004).
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4. Importancia da funcionalizacao antimicrobiana de

substratos

No dia-a-dia, os microrganismos (bactérias, virus e fungos) podem ser encontrados em
qualquer parte, multiplicando-se rapidamente com a presenca de nutrientes e
temperatura/humidade adequadas (Liu et al., 2015).

Na natureza, o controlo do crescimento deste tipo de microrganismos tem sido
determinante para o desenvolvimento de espécies superiores, nomeadamente a espécie
humana. Tais espécies superiores tém desenvolvido mecanismos de defesa contra
microrganismos, contudo verifica-se cada vez mais que estes tipos de mecanismos nem sempre
sao eficientes. Desta forma, o controlo das infecdes microbianas tem vindo a tornar-se um
problema relevante na sociedade moderna.

Geralmente, existem duas formas de impedir a infecdo microbiana em seres humanos e
a biodeterioracdo dos materiais - desinfecdo e funcionalizacdo das superficies com agentes
antimicrobianos. O uso de desinfetantes para a manutencdo de um ambiente estéril tem
levantado questdes relativamente ao desenvolvimento de estirpes microbianas resistentes. Face
a isto, a funcionalizacdo antimicrobiana dos materiais, tem-se revelado uma alternativa aos
desinfetantes atualmente utilizados e até mesmo a certos antibiéticos, embora em muitos dos
materiais 0 mecanismo de acao antimicrobiana nao esteja ainda totalmente esclarecido
(Siedenbiedel & Tiller, 2012).

O tratamento das superficies de materiais e objetos comuns com agentes
antimicrobianos com o intuito de prolongar a sua esterilidade ¢ do maximo interesse em
inumeras aplicacdes, nomeadamente em aplicacées médicas, tendo-se demonstrado em alguns
estudos 0 ndo desenvolvimento de resisténcia microbiana a este tipo de tratamento (Milovic et
al., 2005) .

Dos varios problemas originados pela presenca de certos microrganismos patogénicos
nos mais variados substratos destacam-se, no ambito do projeto, as infecdes nosocomiais € a

micose do p&, comumente designada como pé de atleta, que serao abordados abaixo.
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4.1. Infecdes nosocomiais

As infecdes nosocomiais correspondem as infecées adquiridas, numa unidade de
cuidados de saude, por um paciente que foi admitido por um motivo diferente da
infecdo.(Borkow & Gabbay, 2008).

Este tipo de infecdes resultam em hospitalizacées prolongadas, incapacidade a longo
prazo, aumento da resisténcia aos antibioticos pelos microrganismos, custos elevados para os
sistemas de saude, para os pacientes e familias e mortes (World Health Organization, 2011).

De acordo com World Health Organization (WHO), (2011) na Europa, as Infecdes
Associadas aos Cuidados de Saude (IACS), nas quais se incluem as infecdes nosocomiais, sao
responsaveis por um acréscimo de 16 milhdes de dias em internamento hospitalar, por cerca de
37 000 mortes atribuidas a este tipo de infecdes, contribuindo também para cerca de 110 000
mortes adicionais. Os custos associados sdo de aproximadamente € 7 mil milhdes. Nos Estados
Unidos, no ano de 2002, cerca de 99 000 mortes foram atribuidas a este tipo de infecdes. Os
custos associados no ano de 2004 seriam de, aproximadamente, US$ 6,5 mil milhdes.

Em Portugal, estima-se que, no ano de 2013, tenham ocorrido cerca de 4500 mortes
associadas a infecdes durante internamentos, o que equivale a 12 ébitos diarios por esta causa,
um numero que se destaca quando comparado ao numero de mortes associadas a acidentes de

viacao, como é possivel constatar na Figura 3 (Direcao-Geral da Saude, 2016).
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Figura 3- Mortalidade associada a IACS versus associada a acidentes de viacéo.

O risco de contrair este tipo de infecdes € universal e encontra-se presente em todas as

instalacbes de cuidados de saude, mas o seu verdadeiro impacto permanece ainda
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desconhecido, especialmente nos designados paises em desenvolvimento (World Health

Organization, 2011).

4.1.1. Microrganismos responsaveis pelas infecdoes nosocomiais

A maior parte dos patogénicos causadores de infecdes nosocomiais apresentam uma
elevada resisténcia ao tratamento com antibidticos. Estes sao, portanto, os microrganismos que
mais preocupacdes geram, uma vez que sao mais dificeis de tratar. O crescente aumento deste
tipo de microrganismos um pouco por todo o mundo gera uma grande ameaca no que diz
respeito a propagacao e tratamento deste género de infecdes (Borkow & Gabbay, 2008).

Dos microrganismos patogénicos responsaveis por este tipo de infecdes destacam-se:
Escherichia coli; Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeuroginosa
(Ducel & Fabry, 2002).

As infecdes nosocomiais, em particular as originadas por bactérias resistentes a
antibidticos, tém assim aumentado a uma taxa alarmante um pouco por todo o mundo (Borkow
& Gabbay, 2010). De acordo com Borkow & Gabbay, (2010) verificou-se um aumento de 8% em
1997 para 37,2% em 2005 relativo a S. aureus com resisténcia a meticilina (MRSA) em
Unidades de Cuidados Intensivos alemas. Para além destes, sdo frequentemente encontrados
em instalacdes hospitalares outros microrganismos que desenvolveram uma certa resisténcia
como Enterococcus resistente a vancomicina, Alebsiella produtora de betalactamases de
espectro alargado (enzimas responsaveis por conferir resisténcia a antibioéticos como a penicilina
e cefalosporinas) e Enterobacter resistente as cefalosporinas de terceira geracdo (Direcao-Geral

da Saude (DGS), 2014).

4.1.2. Modo de transmissao das infec6es nosocomiais

Num hospital, clinica ou até mesmo em centros de saude, os profissionais de salde
utilizam uniformes especificos, como batas, que constituem uma barreira de protecdo contra
possiveis contaminacdes. Apos alguns estudos, tornou-se claro que estes uniformes se
encontram frequentemente contaminados com microrganismos ou agentes patogénicos,
causadores de infecdes e doencas (Mitchell et al., 2014). Adicionalmente, os pijamas dos
pacientes, cortinas, roupas de cama e paredes constituem também uma fonte de proliferacao de

microrganismos ou agentes patogénicos (Borkow & Gabbay, 2008, 2010).
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Acredita-se que o mais importante modo de transmissao de infecdes nosocomiais ocorre
por contacto direto entre um possivel hospedeiro e alguém ja infetado ou colonizado, por
exemplo, pode ocorrer a transmissao entre dois pacientes, um ja infetado pelo patogénico e um
outro suscetivel a infecdo. Contudo, a transmissao direta estd mais associada aos profissionais
de saude, cujo contacto com sangue e outros fluidos corporais é frequente, que ndo efetuam a
higienizacao das maos de forma eficiente, antes do atendimento ao paciente (Borkow & Gabbay,
2008; Mitchell et al., 2014). Uma outra forma de propagacdo da infecdo ocorre através da
transmissao enddgena da propria flora do paciente a partir de uma parte do corpo do hospedeiro
para outra (Borkow & Gabbay, 2008).

Embora muitas infecdes nosocomiais estejam associadas ao contacto direto entre duas
pessoas, alguns estudos apontam também para a transmissao de agentes patogénicos por via
aérea, por exemplo ao tossir e espirrar, como possivel causa deste tipo de infecdes (Borkow &
Gabbay, 2008).

Para além da transmissdo por contacto direto entre hospedeiro e possivel hospedeiro
existe também a possibilidade de contaminacéao indireta por contacto com determinados objetos,
como agulhas, compressas ou luvas contaminadas. Isto so6 ocorre devido a capacidade de certos
microrganismos, causadores de infecdes nosocomiais, de persistirem nas superficies dos objetos
durante meses, representando uma continua fonte de contaminacédo. A origem das infecdes
nosocomiais a partir da contaminacdo de determinadas superficies encontra-se esquematizada

na Figura 4 (Borkow & Gabbay, 2008; Sedlarik, 2013).

Figura 4- Consequéncias da contaminag@o microbiana de superficies (adaptado de Sedlarik, 2013).

4.1.3. Prevencao das infecoes nosocomiais

Dado que os uniformes utilizados pelos profissionais de saude, assim como a restante
roupa hospitalar, sdo ainda produzidos com téxteis tradicionalmente utilizados no fabrico do
vestuario comum, tém surgido téxteis inovadores, como os téxteis funcionalizados com agentes
antimicrobianos, que minimizam a retencao e transmissao de patogénicos por reducéo da carga

microbioldgica e sustentabilidade microbiana (Mitchell et al., 2014).
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Desta forma, funcionalizando este tipo de tecidos com agentes biocidas, sera reduzida
uma importante fonte de contaminacdo por microrganismos causadores de infecoes
nosocomiais (Borkow & Gabbay, 2008, 2010).

Para além da funcionalizacdo dos téxteis com agentes antimicrobianos, seria
interessante, em tecidos nao funcionalizados, proceder-se a sua lavagem nas lavandarias dos
hospitais com determinados produtos bactericidas adicionados nas maquinas de lavar, capazes
de remover as bactérias, o que consequentemente permite a reducdo de uma importante fonte
de contaminacao.

Para além da evolucao dos téxteis, no que diz respeito a atribuicdo de determinadas
caracteristicas biocidas, também na industria das tintas se tem tentado acompanhar esta
evolucao através da criacdo de alternativas as tintas comuns, surgindo assim as tintas
detentoras de propriedades antimicrobianas, capazes de reduzir ou eliminar as causas de
infecdes em ambiente hospitalar e ndo sé. Existem ja inimeros estudos relativos a principios
antimicrobianos, que poderdo ser incorporados como aditivos em tintas, nomeadamente, em
tintas de base aquosa com potencial para serem aplicadas em ambientes hospitalares, como por
exemplo, em salas de cirurgia, cujas paredes constituem por si s6 uma elevada fonte agentes
patogénicos, como bactérias resistentes a antibioticos (Holtz et al., 2012; Yezli et al., 2014).

Para além dos dois substratos abordados acima, muitos outros materiais poderao ser
funcionalizados com agentes bactericidas, nomeadamente material hospitalar como

compressas, cateteres e até implantes (Sedlarik, 2013).

4.2, Pé de atleta

Tinea Pedis, vulgarmente conhecida como pé de atleta, ¢ uma infecao fungica superficial
da pele (dermatofitose), sendo uma das mais comuns infecdes fungicas da pele, afetando
milhdes de pessoas um pouco por todo o mundo (Gargiulo et al., 2012). De acordo com Gargiulo
et al., (2012), a qualquer momento, cerca de 15% da populacdo tem uma infecao fungica nos
pés e estima-se que cerca de 70% da populacdo tenha sofrido de tinea pedis num qualquer
periodo da sua vida.

Geralmente, é apenas detetada em 40% das ocasides por dermatologistas, sendo nos
restantes 60%, identificada por outros profissionais de saude (Porres, 2004).

Este tipo de infecdao é vulgarmente causada por trés tipos de microrganismos,

designados por dermatdfitos:  7richophyton rubrum, Trichophyton mentagrophyfes e
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Epidermophyton floccosum e de forma menos vulgar por Microsporum canis e Trichophyton
tonsurans (Kumar et al., 2011; Porres, 2004; Sanchez et al., 2002).

O pé de atleta surge nos pés, especialmente nas plantas dos pés e entre os dedos,
sendo comum em homens e menos comum em mulheres e criancas. Existem 3 tipos diferentes
de pé-de-atleta: interdigital, “mocassin” e vesicular, como é possivel observar na Figura 5

(Hasan et al., 2004; Kumar et al., 2011; Shimamura et al., 2012).

Figura 5- Tipos de pé de atleta: 1) Interdigital; 2) "Mocassin"; 3) Vesicular (reproduzido de Hasan et al., 2004).

> Interdigital: E o tipo mais comum da doenca e manifesta-se comumente entre os
dedos dos pés, mais concretamente no quarto e quinto dedo, podendo entender-se a parte
inferior e superior dos dedos. E causador de uma sensacdo de comichao e ardor, assim como

de mau odor.

> “Mocassin”: Este é um tipo de pé de atleta mais severo e prolongado. A infecao
envolve a planta e laterais do pé, adquirindo o formato de um chinelo ou mocassin, dai o nome.
Verifica-se a ocorréncia de descamacao e pele espessa com inflamacao. Este tipo de infecéo &,

geralmente, atribuido ao fungo 7richophyton rubrum.

-> Vesicular: Esta é a forma menos comum de Tinea Pedis. Pacientes com este tipo de pé
de atleta apresentam pequenas bolhas no peito e planta do pé. As bolhas contendo pus em vez
de liquido claro sao indicativas de uma infecao secundaria, geralmente provocada pela bactéria

S. aureus.

Trata-se de uma doenca altamente contagiosa, sendo mais comum em comunidades

proximas, como quartéis, internatos e piscinas, quando os pés se encontram descalcos. A
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probabilidade de infecao aumenta em climas quentes e humidos (locais que promovem o
crescimento de fungos). A infecao ocorre por contacto direto com artroconidios (formados a
partir da fragmentacéo das hifas), embora o uso de sapatos muito apertados também promova a
propagacdo da infecdo. O pé de atleta pode ser acompanhado por dermatofitoses em outras
partes do corpo, incluindo virilhas, maos e unhas (Kumar et al., 2011).

Existem certos fatores de risco que agravam a possibilidade de contagio como diabetes,
obesidade, idade, imunossupressdo, uso de calcado fechado, participacdo em atividades

desportivas (Hasan et al., 2004; Kumar et al., 2011).

4.2.1. Tratamento do pé de atleta

Considerando que o pé de atleta € uma doenca frequente em todo o mundo e altamente
contagiosa torna-se importante encontrar alternativas de tratamento em relacdo as
tradicionalmente utilizadas, como cremes antifuingicos, locoes e outros medicamentos, uma vez
que se tem evidenciado o desenvolvimento de uma certa resisténcia aos medicamentos
utilizados e a possibilidade de efeitos adversos provocados pelo uso desses medicamentos.

Uma alternativa para o tratamento deste tipo de infecdo consiste na utilizacao de meias
funcionalizadas com principios ativos fungicidas seguros para a saude humana e eficazes contra
os fungos acima mencionados, responsaveis pela doenca (Gargiulo et al., 2012; Smart Inovation

Lda., 2016).
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5. Agentes antimicrobianos

Os agentes antimicrobianos sao aplicados em téxteis e em diversas outras superficies
com o intuito de controlar o crescimento e proliferacao de bactérias, fungos, mildio e algas. Este
controlo permite a reducdo ou eliminacdo de certos problemas como a deterioracdo dos
materiais e o aparecimento de determinadas complicacdes de saude (White et al., 2007).

Atualmente, os agentes microbianos necessitam de cumprir certos requisitos, para que o
seu uso seja aprovado. Desses requisitos destacam-se: elevada eficacia a baixas concentracdes
(na ordem de ppm) contra um amplo espectro de microrganismos, auséncia do aumento da
imunidade dos microrganismos, manutencdo das propriedades e qualidade do material,
auséncia de efeito toxico ou alergénico sobre a pele e mucosas humanas e animais, auséncia de
toxicidade para o ambiente, altamente biodegradavel apods aplicacdo, elevada estabilidade
(durabilidade), auséncia de acdo corrosiva sobre os materiais e preco favoravel (Borkow &
Gabbay, 2008; Gutarowska & Michalski, 2012; Ristic et al., 2011).

A atividade dos agentes antimicrobianos esta dependente de muitos fatores, sendo os
mais relevantes o tempo de contacto do agente antimicrobiano com os microrganismos, a
concentracao de principio ativo, o tipo de microrganismo, a presenca de impurezas organicas e
inorganicas, a temperatura, humidade e pH (Gutarowska & Michalski, 2012).

0O mecanismo de acdo sobre os microrganismos esta altamente dependente do tipo de
agente antimicrobiano selecionado. Este mecanismo, geralmente, pode ocorrer de varias formas:
0 agente antimicrobiano pode causar problemas no correto funcionamento da membrana
citoplasmatica e parede celular, pode ocorrer inativacdo (desnaturacdo) de proteinas, inibicdo da
atividade enzimatica ou da sintese de lipidos, reducéo da sintese de ADN e muitos outros tipos
de danos nas células dos microrganismos e agentes patogénicos (Gao & Cranston, 2008;
Gutarowska & Michalski, 2012).

Existem inumeros agentes antimicrobianos que poderdo ser aplicados nos mais
diversos materiais, como téxteis e tintas. De acordo com alguns autores, existem trés compostos
antimicrobianos que sado principalmente aplicados a téxteis e tintas e que serdao abordados ao
longo deste capitulo: piritionato de zinco, prata e seus derivados e compostos quaternarios de
aménio (CQA), sendo abordado o CQA mais comumente utilizado: cloreto de benzalcdnio
(Roden, 2010; Windler et al., 2013). Para além destes compostos antimicrobianos serd também
apresentado um importante agente fungicida: digluconato de clorexidina, com acao reconhecida

contra os principais fungos causadores do pé de atleta.
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5.1. Piritionato de zinco

O piritionato de zinco & um agente antimicrobiano de amplo espetro, sendo eficaz contra
o0 crescimento de bactérias, fungos, algas e mildio.

Durante décadas este composto era utilizado maioritariamente como fungicida em
produtos para a caspa, como os champés anticaspa, contudo, hoje em dia, as propriedades
antimicrobianas deste composto sao utilizadas nos mais diversos materiais, como téxteis, tintas,
adesivos e revestimentos para pavimentos. Devido a sua baixa solubilidade em agua, é também
conhecido como um poderoso pigmento anti-incrustante (Ranke & Jastorff, 2000; Windler et al.,
2013).

O principal volume de consumo de piritionato de zinco esta associado principalmente a
aspetos de saude, como o tratamento da caspa, da dermatite seborreica e da psoriase (Windler
etal., 2013).

Foram feitos alguns estudos e propostos alguns mecanismos de acédo do piritionato de
zinco sobre os microrganismos. Um desses estudos, efetuado por Ermolayeva & Sanders,
(1995) acerca do modo de acdo do piritionato de zinco em fungos consistiu na selecdo de
células de Neurospora crassa e utilizacdo de métodos eletrofisiolégicos, tendo sido demonstrado,
através da técnica patch-clamp?, que o piritionato de zinco inibe a ATPase na membrana
plasmatica deste fungo. A ATPase é responsavel pelo transporte de protdes do citoplasma da
célula para o meio externo, gerando assim um gradiente eletroquimico que é usado para
bombear nutrientes essenciais para o interior da célula. A inibicao da ATPase leva ao colapso do
gradiente eletroquimico através da membrana, cessando a absorcéo de nutrientes e ocorrendo,

eventualmente, morte celular (Kappock et al., 2005).

5.2. Prata e derivados

A prata é um dos metais mais utilizados pela industria téxtil, embora outros metais como
0 zinco, cobre e cobalto demonstrem também acdo contra microrganismos (Dhende et al.,
2012; Ristic et al., 2011).

Este metal pode ser comercializado sob varias formas, que constituem uma fonte de

ides de prata (Ag') e que demonstram atividade antimicrobiana. Existem trés grupos principais

2 A técnica de patch-clamp permite medir as correntes ionicas através da membrana, enquanto a tensdo ¢ mantida sob controlo experimental
(White et al., 1999).

20



de antimicrobianos de prata ou derivados: permutadores de ides de prata, como zedlitos de
prata; sais de prata, como cloreto de prata (AgCl) e a propria prata (Windler et al., 2013).

A descoberta de Ag: como responsavel pela atividade antimicrobiana é relativamente
recente e 0 mecanismo exato de acao antimicrobiana da prata € ainda incerto, contudo, tém
vindo a ser propostas algumas hipoteses acerca do mesmo. De acordo com Windler et al.,
(2013), a eficacia da prata como agente antimicrobiano é causada por multiplos mecanismos
incluindo a forte ligacdo de ides Ag- com os grupos dissulfureto (S-S) e sulfidrilo (-SH)
encontrados nas proteinas das paredes celulares microbianas tornando-as inativas, e a
disrupcdo dos processos metabolicos normais por substituicdo de ides metalicos essenciais
como Caze Zn* pelos ides Ag:, conduzindo a morte da célula (Knetsch & Koole, 2011).

As nanoparticulas de prata (AgNPs) tém vindo a ser investigadas nas ultimas décadas
devido as suas propriedades singulares, nomeadamente boa acao antimicrobiana e potenciais
aplicacdes. O uso de particulas de prata a escala nano comecou a ser investigado devido aos
fracos resultados da prata em contacto com o sangue e tecidos humanos. Existem varias
evidéncias que demonstram a importancia dos ides Ag: para a atividade antimicrobiana destas
nanoparticulas (Duran et al., 2015; Knetsch & Koole, 2011; Ren & Liang, 2015).

O mecanismo de acdo das AgNPs é ainda especulativo, embora ja tenham sido
propostas algumas hipdteses. Apesar de a eficacia das mesmas ser comprovada, existem
algumas duvidas relativamente a sua biocompatibilidade, sendo que os estudos que tém vindo a
ser desenvolvidos neste campo sdo ainda inconclusivos (Knetsch & Koole, 2011).

A exposicdo humana a prata e AgNPs gera alguns efeitos adversos, nomeadamente a
coloracao permanente e irreversivel da pele e olhos em tons de cinza azulado, devido aos
depdsitos de aglomerados de prata, sendo esta condicao designada de argiria ou argirose. Para
além desta condicao, a exposicao prolongada do ser humano a este metal ou compostos gera
outros efeitos toxicos, como danos nos rins e figado, irritacdo dos olhos, da pele, das vias

respiratdrias e mudanca nas células sanguineas (Knetsch & Koole, 2011; SCENIHR, n.d.).

5.3. Compostos Quaternarios de Amoénio (CQA)
Os COQA sao tensioativos cationicos. Estes compostos apresentam a estrutura quimica
geral observada na Figura 6, em que R pode representar um atomo de hidrogénio, um grupo

alquilo simples ou um grupo alquilo substituido por outros grupos funcionais, e X representa um

anido (Buffet-Bataillon et al., 2012).
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Figura 6- Estrutura quimica geral dos CQA (adaptado de Al-Adham et al., 2013).

Os CQA, especialmente aqueles que contém uma cadeia de 8 a 18 atomos de carbono
(apresentam atividade antimicrobiana), tém vindo a ser largamente utilizados como agentes
antissépticos e desinfetantes ao longo dos anos, nomeadamente na industria dos téxteis,
alimentar, médica e farmacéutica.

O comprimento da cadeia alquilica e o nimero de grupos alquilo na molécula que
contém um atomo de azoto (N) com carga positiva influenciam a atividade antimicrobiana destes
compostos (Al-Adham et al., 2013; Buffet-Bataillon et al., 2012; Ristic et al., 2011). Compostos
com um comprimento da cadeia alquilica inferior a 4 e superior a 18 atomos de carbono séo
considerados inativos (Buffet-Bataillon et al., 2012).

0 mecanismo exato de acdo dos CQA sobre 0s microrganismos ainda ndo se encontra
totalmente elucidado contudo alguns estudos defendem que estes compostos danificam a
membrana celular dos microrganismos. De acordo com Ristic et al., 2011 e Windler et al., 2013
a acao antimicrobiana destes compostos resulta de interacbes atrativas entre o composto
quaternario de amonio, positivamente carregado e a membrana negativamente carregada da
parede celular microbiana. Os QCA ligam-se assim de forma irreversivel aos fosfolipidos e
proteinas da membrana, resultando na interrupcao das funcdes essenciais da parede celular e,
consequentemente, na interrupcdo da atividade proteica. Os CQA também afetam a habilidade
de multiplicacdo do ADN bacteriano.

Os CQA demonstram ser eficazes contra uma ampla variedade de microrganismos,
como bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, fungos alguns virus, leveduras e protozoarios

(Dhende et al., 2012; Fazlara & Ekhtelat, 2012).

5.3.1. Cloreto de benzalcénio
De entre os QCA atualmente existentes, o0 mais comum é o cloreto de benzalcdnio

(Buffet-Bataillon et al., 2012).
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Este & um agente antimicrobiano sintético de amplo espetro de acao antimicrobiano,
utilizado desde 1935 e cuja estrutura se encontra representada Figura 7 (Fazlara & Ekhtelat,

2012; Marple et al., 2004).
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Figura 7- Estrutura do Cloreto de Benzalconio (reproduzido de Al-Adham et al., 2013).

Os CQA tém inumeras aplicacdes, entre as quais se destacam as aplicacdes na area
meédica e farmacéutica. Alguns produtos como os produtos de higiene infantil, cosméticos,
sprays nasais e solucoes oftalmolégicas que contém cloreto de benzalconio na sua formulacéo
foram ja introduzidos para serem utilizados por profissionais de saude (Buffet-Bataillon et al.,
2012; Marple et al., 2004).

Na medicina humana o cloreto de benzalconio tem sido utilizado como desinfetante da
pele em concentracdes na gama de 0,1 a 0,2% e como agente conservante em gotas oftalmicas
numa concentracdo de 0,01 a 0,02% (European Medicines Agency, 1997, 2014). Os CQA
apresentam uma maior acao antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas, com concentracdes
letais numa gama tao baixa como 0,0005%. Por outro lado, para bactérias Gram-negativas, sao
necessarias concentracdes mais elevadas (0,0033%) para que seja exercido um efeito letal sobre
as mesmas, principalmente por causa da sua membrana exterior relativamente impermeavel,
embora algumas estirpes da bactéria P. aeruginosa tenham tendéncia para ser altamente
resistentes. Contudo, células deste microrganismo, que é altamente resistente ao cloreto de
benzalcdnio, podem ainda assim sofrer alteracdes na sua estrutura quando em presenca deste
composto. Os virus sdo também mais resistentes aos CQA, nomeadamente ao cloreto de
benzalcdnio, em relacdo as bactérias e fungos (Al-Adham et al., 2013; Cay et al., 2010; Osman
et al.,, 2012). Os esporos bacterianos sao considerados resistentes a este composto (Khajavi et

al., 2007).
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Um inquérito sobre conservantes aplicados em preparacoes oftalmicas, realizado em
2009 e envolvendo 17 Estados membros da Unido Europeia (UE), revelou que o cloreto de
benzalcdnio estava presente em 74% dessas preparacdes. Em relacao ao uso clinico de sprays
nasais que contém este composto, este parece ser seguro e bem tolerado, tanto a curto como
longo prazo (European Medicines Agency, 2014; Marple et al., 2004).

O cloreto de benzalcénio apresenta também atividade antifungica, sendo que os esporos
de dermatdfitos, causadores de doencas como o Pé de Atleta, sdo suscetiveis a este composto
(Spickler, 2013). Adicionalmente, misturas de CQA, nas quais se incluem este composto
demonstraram ser eficazes contra varios dermatéfitos, nomeadamente, 7richophyton rubrum
Epidermophyton floccosum e Trichophyton mentagrophytes, principais responsaveis pelo pé de

atleta (Biresaw & Mittal, 2011).

5.4. Digluconato de clorexidina

O digluconato de clorexidina ¢ um composto catidnico, cuja estrutura molecular se
encontra representada na Figura 8, com uma atividade superficial similar a do cloreto de
benzalcdnio, embora a sua atividade seja muito menos acentuada. Trata-se de um composto
soluvel em agua, podendo ser utilizado como conservante em solucées aquosas (Marquardt,

1992). A sua elevada taxa de utilizacdo deve-se ao largo espetro de acdo e eficacia e baixa

irritabilidade (McDonnell & Russel, 1999).

Cl
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Figura 8- Estrutura molecular do digluconato de clorexidina (reproduzido de Das et al., 2015).

Este composto pode ser utilizado como antisséptico, desinfetante e conservante, sendo

aplicado em produtos farmacéuticos, médicos e cosméticos, nomeadamente em desinfetantes

de maos, antissépticos bucais e dentifricos (Balagopal & Arjunkumar, 2013; Segre et al., 2012).
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Tem também vindo a ser utilizado na prevencao de infecdes do cordao umbilical em recém-
nascidos e inflamacdes das gengivas (Lang & Brecx, 1986; Segré et al., 2012).

0 digluconato de clorexidina € pouco absorvido no trato gastrointestinal, sendo excretado
nas fezes e exibindo uma toxicidade muito baixa. Adicionalmente, ndo existem evidéncias da
ocorréncia de formacao de substancias cancerigenas (Balagopal & Arjunkumar, 2013).

Relativamente ao mecanismo de acdo do digluconato de clorexidina, considera-se que
este seja muito semelhante ao dos QCA. Geralmente, baixas concentracdes deste composto
afetam a integridade da membrana citoplasmatica, ao nivel da camada fosfolipidica (Mathur et
al., 2011; McDonnell & Russel, 1999).

O digluconato de clorexidina ¢ um agente bactericida, tendo sido estudada a sua
interacéo e absorcao por bactérias. Tal estudo permitiu concluir que a absorcao deste composto
pelas bactérias £. colie S. aureus é muito rapida e dependente da concentracdo do composto e
do pH (McDonnell & Russel, 1999).

Este composto, tratando-se de um agente antimicrobiano, apresenta também uma
boa acdo inibitoria sobre o crescimento de fungos, nomeadamente dermatdfitos, responsaveis

pelo pé de atleta (Balagopal & Arjunkumar, 2013; Mathur et al., 2011).
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6. Determinacao da atividade antimicrobiana em substratos

antimicrobianos

A crescente procura de materiais detentores de propriedades antimicrobianas conduziu
ao desenvolvimento de métodos para determinacao e avaliacdo da sua atividade antimicrobiana.

0 desenvolvimento de métodos especificos e rigorosos para a determinacao e avaliacdo
da atividade antimicrobiana permitiu as empresas e outras entidades a adocao de protocolos
universalmente aceites, permitindo uma melhor interacao de negdcios, 0 cumprimento de
determinadas leis e regulamentos pertinentes e a rapidez de entrada de produtos inovadores no
mercado em conformidade com os seus requisitos (Instituto Portugués da Qualidade, 2009).

Os métodos de avaliacdo da atividade antimicrobiana de substratos funcionalizados,
nomeadamente téxteis, plasticos, tintas com agentes antimicrobianos sdo, geralmente, divididos

em dois grupos, que se encontram apresentados na Figura 9.
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Figura 9- Métodos para avaliacdo da atividade antimicrobiana (adaptado de Gutarowska & Michalski, 2012;
Microchem Laboratory, 2015; Pinho et al., 2011).

Os métodos qualitativos, também conhecidos como testes de difusdo em agar, que
permitem classificar qualitativamente o desempenho do substrato de teste e os métodos
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quantitativos que permitem avaliar a eficacia antimicrobiana quantificando a reducao da carga
microbiana no substrato de teste (Gutarowska & Michalski, 2012).

Os testes de difusdo em agar sao testes de desempenho facil, rapido e Uteis quando
existe um elevado nimero de amostras para testar. Sdo considerados testes muito similares uns
aos outros, consistindo em colocar a amostra a testar em contacto com agar inoculado com
bactérias ou fungos, sendo o efeito da atividade antimicrobiana avaliado de acordo com a éarea
onde ndo é observado qualquer crescimento de microrganismos (Gutarowska & Michalski, 2012;
Pinho et al., 2011).

Por outro lado, os testes quantitativos embora sejam mais dispendiosos em termos de
tempo e material permitem determinar o nivel da atividade antimicrobiana do substrato a testar.
Neste tipo de testes, o indculo microbiano é colocado em contacto com o substrato a testar e
incubado por um periodo de tempo definido. Apds o tempo de incubacdo, a avaliacdo da
atividade antimicrobiana é realizada através do calculo da percentagem de reducdo da carga
microbiana, relativamente a um controlo negativo (substrato nao tratado com agente
antimicrobiano) (Gutarowska & Michalski, 2012; Pinho et al., 2011; Ristic et al., 2011).

No ambito do projeto, serdo abordadas apenas trés normas: NP EN 14119:2005,
ASTM E2149 e [SO 22196:2007, (normas utilizadas pela empresa) sendo os testes

antibacterianos e antifingicos baseados nas mesmas.

6.1. NP EN 14119:2005 - Ensaios em Téxteis- Avaliacao da Acao dos
Microfungos

A NP EN 14119:2005 é uma norma europeia que descreve métodos para determinar a
resisténcia dos téxteis a acdo de microfungos. Os resultados dos ensaios experimentais sdo
avaliados por exame visual. Os ensaios sdo aplicados a qualquer fibra téxtil.

Dos quatro métodos de ensaio descritos na norma foi selecionado para o trabalho o
método B2: Atividade antimicética, pois trata-se de um ensaio especialmente recomendado para

a avaliacdo de tratamentos antimicéticos (CT 4 (CITEVE), 2005).

6.1.1. Método B2: Atividade antimicética
0 método B2, inserido na norma, utiliza um meio agar completo com esporos de fungos
incorporados, nomeadamente de Aspergillus niger ou Chaetomium globosum. As amostras

téxteis, tratadas com um agente antifungico, sédo colocadas em contacto com esse meio
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inoculado. O efeito antimicético da amostra ¢ avaliado pelo grau de crescimento do fungo e pela
medida de uma possivel zona sem crescimento de fungos em redor da amostra (CT 4 (CITEVE),

2005).

6.2. ASTM E2149 - Método de Teste Padrdo para a Determinacdo da
Atividade Antimicrobiana de Agentes Antimicrobianos Imobilizados sob

Condicdes de Contacto Dindmicas

Este método foi concebido para avaliar quantitativamente a eficacia de uma amostra
com um agente antimicrobiano imobilizado nao difusivel por agitacdo quando este é colocado
em contacto com um microrganismo em solucdo. Todas as amostras (tratada, ndo tratada e
indculo) sofrem agitacdo em recipientes préprios de modo a assegurar um bom contacto entre
as bactérias e a fibra, tecido ou outro substrato durante o periodo de teste, que pode ser de uma
hora ou de vinte e quatro horas, de acordo com o definido pelo investigador.

Os microrganismos comumente utilizados neste método sdo £. coli HKlebsiella
pneumoniae e S. aureus, embora o método possa ser adaptado a outros microrganismos (ASTM,

2001; Microbe Investigations Switzerland (mis), 2014).

6.3. /SO 22196:2007 - Plisticos - Medicao da Atividade Antibacteriana

em Superficies Plasticas

Esta norma internacional especifica um método de avaliacdo da atividade antibacteriana
em materiais plasticos e similares, ndo devendo ser utilizada para avaliar os efeitos de
propagacao bacteriana em materiais plasticos e similares sem tratamento antibacteriano.

Neste método, o organismo de teste é inoculado na superficie do material a testar, e
colocado a incubar durante vinte e quatro horas. Imediatamente apos a inoculacdo e apds o
tempo de teste, procede-se a contagem dos microrganismos na superficie do material de modo a
avaliar a atividade antimicrobiana do substrato de teste.

Para a realizacdo dos testes deverdo ser utilizados os microrganismos £. coli ou S.

aureus (ISO, 2007).
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II- Materiais e Métodos

Este capitulo encontra-se dividido em quatro partes distintas, relativas aos quatro testes
realizados: teste Fungicida Téxtil, teste Bactericida Industrial Téxtil, teste Bactericida Aditivo
Maquina de Lavar e teste Bactericida Aditivo Tintas.

Em cada uma das partes é feita referéncia aos procedimentos selecionados e respetivos
materiais utilizados em cada um dos mesmos.

A composicao de cada uma das formulagdes Si Bactericida e Si Pé de Atleta, utilizadas
nos testes referidos acima, ndo se encontra incluida neste capitulo uma vez que a empresa

prima pela confidencialidade em relacao a formulacao dos seus produtos.
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1. Teste Fungicida Téxtil

O teste Fungicida Téxtil foi realizado com base na NP EN 14119:.2005- Ensaios em
téxteis- Avaliacdo da Acdo dos Microfungos, mais concretamente, no método B2: Atividade

antimicotica.

1.1. Preparacao das amostras téxteis

Para a funcionalizacdo das amostras téxteis utilizadas neste teste foi necessario preparar
uma solucao de Si Pé de Atleta (Fungicida). Partindo dessa formulacao seria necessario aplicar
35 g dessa formulacdo em dois tecidos e 40 g em outros dois. Contudo, de modo a simular o
que ocorreria num contexto industrial (pick-up de 50%) e como termo de comparacdo com 0s
resultados obtidos pela Smart Inovation, introduziu-se apenas 50% do seu peso num banho de
agua (1 L). Assim, as amostras téxteis testadas continham, na realidade, 17,5 g solucéo Si /kg
téxtil e 20 g solucdo Si /kg téxtil, sendo que ao longo do trabalho sdo referidas apenas as
concentracdes apds o pick-tup. Procedeu-se a submersdo dos quatro tecidos (100% algodao),
com a dimensdo de uma folha A4, em cada um dos banhos, com posterior secagem em estufa a
60 °C.

Apds a secagem das amostras, estas foram enviadas para uma lavandaria industrial de
forma a serem submetidas a lavagens sucessivas. Na lavandaria cada ciclo de lavagem tinha
uma duracdo de 45 minutos, temperatura de banho de 40 °C e 1 g/L de detergente SKIP. Duas
amostras de tecido com 17,5 g solucdo Si /kg téxtil foram lavadas 20 vezes e duas amostras
com a mesma concentracdo foram lavadas 50 vezes. O mesmo procedimento de lavagens foi
efetuado para as quatro amostras com 20 g solucdo Si /kg téxtil.

Para o controlo positivo preparou-se uma amostra téxtil com 15 g solucao Si /kg téxtil
(considerado o pick-up de 50%), nao tendo sido efetuadas quaisquer lavagens.

Por fim, foram obtidas amostras de 30 mm de didametro, como indicado na Figura 10,

de acordo com a NP EN 14119: 2005.
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Figura 10- Amostra téxtil de 30 mm de didmetro usada no teste Fungicida Téxtil.

1.2. Limpeza das amostras téxteis

As amostras téxteis tratadas (17,5 g solucado Si /kg téxtil - 20 e 50 lavagens e 20 g
solucao Si /kg téxtil - 20 e 50 lavagens), o controlo positivo (amostra téxtil tratada com eficacia
fungicida garantida - O lavagens), o controlo negativo (pedaco de algoddo ndo tratado), e um
controlo adicional (amostra téxtil ndo tratada - O lavagens), foram previamente mergulhadas
numa mistura etanol-agua (70:30) durante 1 a 2 s e colocadas a secar numa estufa,
previamente limpa com etanol 70% (v/v), a 45 °C durante 4 h.

Apds a secagem, todas as amostras téxteis foram armazenadas em placas de Petri

devidamente seladas, durante pelo menos 72 h a temperatura ambiente.

1.3. Preparacao da suspensao de esporos

1.3.1. Fungo testado

O fungo utilizado no teste foi o Aspergillus niger, estirpe numero 92.13, cedido pela
Micoteca da Universidade do Minho e cultivado em tubo em meio Extrato de Malte Agar (VWR
Chemicals).

0 fungo foi recolhido do tubo de cultura com o auxilio de uma ansa estéril e colocado em
placas de Petri estéreis (900 mm) contendo meio Agar Dextrose de Batata (VWR Chemicals)
previamente esterilizado em autoclave, a 121 °C durante 15 min. As placas foram colocadas

numa estufa de incubacéo com controlo de temperatura a 25 °C durante 5 dias.

1.3.2. Colheita de esporos
Colocou-se, em duas placas de Petri contendo o fungo esporulado, cerca de 5 mL de

uma solucdo Tween 80 a 0,05% (v/v) esterilizada em autoclave, a 121 °C durante 15 min.
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Raspou-se a superficie da cultura esporulada com uma ansa estéril, de forma a obter uma
suspensao aquosa de esporos. Agitou-se suavemente cada uma das placas de Petri de forma a
dispersar os esporos no liquido. Cada uma das suspensdes de esporos foi filtrada e recolhida

num tubo Falcon através de um cheesecloth, de forma a remover fragmentos de micélios.

1.3.3. Lavagem dos esporos por centrifugacao e preparacao das suspensdes de
trabalho

0 tubo Falcon contendo a suspensado de esporos foi centrifugado a 3000 rpm durante 5
min, tendo-se desprezado o liquido sobrenadante e suspendido de novo o residuo lavado em 5
mL de uma solucao Tween 80 a 0,05% (v/v).

O numero de esporos foi analisado recorrendo a cdmara de Neubauer e a concentracdo

de esporos foi ajustada a 10¢ esporos/mL (suspensao de trabalho).

1.3.4. Controlo da viabilidade dos esporos
Para o controlo da viabilidade dos esporos, colocou-se uma gota da suspensdo de

trabalho em duas placas de Petri contendo meio Agar Dextrose de Batata estéril, tendo-se

colocado a incubar numa estufa a 25 °C durante 7 dias.

1.4. Procedimento para determinacao da atividade antimicética

Preparou-se meio Agar Dextrose de Batata estéril, deixou-se o meio arrefecer até uma
temperatura de 45 °C, ao qual se adicionou a suspensao de esporos (1 mL de suspensao de
trabalho de 10¢ esporos/mL em 100 mL de meio Agar Dextrose de Batata). Misturou-se bem o
meio de forma a melhor distribuir os esporos e verteu-se para placas de Petri de modo a ficar
com 5 mm de altura. Deixou-se arrefecer e solidificar.

Foram testadas quatro amostras téxteis (17,5 g solucao Si /kg téxtil: 20 e 50 lavagens e
20 g solucao Si /kg téxtil: 20 e 50 lavagens). Cada uma das amostras, com aproximadamente
30 mm de diametro, foi colocada em contacto com a superficie do meio solidificado com o
auxilio de uma pinca estéril. O ensaio foi efetuado em triplicado para cada uma das amostras a
testar, tendo-se adicionalmente feito um controlo positivo (amostra com eficacia garantida-
fungicida/0 lavagens, de 30 mm de didmetro), controlo negativo (pedaco de algodao nao
tratado, de 30 mm de didmetro), dois controlos adicionais (amostra téxtil nao tratada/ limpa

com etanol e amostra téxtil ndo tratada/nédo limpa com etanol, ambas com 30 mm de didmetro)
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e um branco (placa de Petri contendo apenas meio Agar Dextrose de Batata sem fungos
incorporados). As placas foram colocadas a incubar numa estufa a 25 °C durante 3 dias.
Relativamente ao teste da atividade antimicética, encontra-se representado na Figura

11 o esquema global do teste fungicida téxtil no dia da realizacao do teste (dia 0).

Figura 11- Esquema global do teste Fungicida Téxtil:
e primeira fila, da esquerda para a direita: controlo negativo (pedaco de algoddo nao tratado), controlo
positivo (amostra com eficacia garantida- fungicida/0 lavagens), branco (placa de Petri contendo meio
Agar Dextrose de Batata nao inoculado) e dois controlos adicionais (amostra téxtil ndo tratada e néo

limpa com etanol e amostra téxtil ndo tratada e limpa com etanol);
e segunda fila, da esquerda para a direita: amostra 17,5 g solugéo Si /kg téxtil - 20 lavagens, amostra

17,5 g solugao Si /kg téxtil - 50 lavagens, amostra 20 g solucdo Si /kg téxtil - 20 lavagens e amostra

20 g solugdo Si /kg téxtil - 50 lavagens.

A avaliacao da atividade fungicida das amostras testadas foi feita de acordo com trés

parametros (Anexo A):

=» Determinacao da zona de inibicdo (ndo crescimento de fungos) em torno da amostra;

=>» Avaliacdo do crescimento de fungos na amostra, tanto na face que esteve em contacto

com o agar como na face superior;

=» Avaliacao do crescimento de fungos no agar, na zona de contacto com a amostra.
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2. Teste Bactericida Industrial Téxtil

O teste Bactericida Industrial Téxtil foi realizado com base no método ASTM £2149 -
Método de Teste Padrdo para a Determinacdo da Atividade Antimicrobiana de Agentes

Antimicrobianos Imobilizados sob Condlicoes de Contacto Dindmicas.

2.1. Preparacdo das amostras téxteis com a formulacdo Bactericida

Industrial Téxtil

Para a funcionalizacdo das amostras téxteis utilizadas neste teste foi necessario preparar
uma solucdo de Si Bactericida Industrial Téxtil. Partindo dessa formulacdo seria necessario
aplicar 25 g dessa formulacdo em dois tecidos e 35 g em outros dois. Contudo, introduziu-se
apenas cerca de 70% do seu peso num banho de agua (1 L), de forma a simular o que ocorre
em contexto industrial (pick-up de 70%). Procedeu-se a submersdo dos quatro tecidos (100%
algodao), com a dimensao de uma folha A4, em cada um dos banhos, com posterior secagem
em estufa a 60 °C. De modo a comparar os resultados com os obtidos pela Smart Inovation, foi
necessario considerar o pick-up ja referido anteriormente de 70%. Assim, as quatro amostras a
testar continham, na realidade, 17,5 e 24,5 g solucado Si /kg téxtil, sendo que ao longo do
trabalho sdo referidas apenas as concentracdes apds o pick-up.

Apds a secagem das amostras, estas foram enviadas para uma lavandaria industrial de
forma a serem submetidas a lavagens sucessivas. Na lavandaria cada ciclo de lavagem tinha
uma duracdo de 45 minutos, temperatura de banho de 40 °C e 1 g/L de detergente SKIP. Duas
amostras de tecido com 17,5 g solucdo Si /kg téxtil foram lavadas 20 vezes e duas amostras
com a mesma concentracao foram lavadas 50 vezes. O mesmo procedimento de lavagens foi
efetuado para as quatro amostras com 24,5 g solucdo Si /kg téxtil.

Foram obtidas amostras téxteis de peso = 0,1 g, representadas na Figura 12, que
corresponde a uma dimensdo de, aproximadamente, 2,5 x 5 cm, como indicado no método

ASTM E2149.
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Figura 12- Amostra téxtil (100% algodao) de dimensao 2,5 x 5 cm.

2.2. Limpeza das amostras téxteis

O método ASTM £2149 - Méfodo de Teste Padrdo para a Determinacdo da Atividade
Antimicrobiana de Agentes Antimicrobianos Imobilizados sob Condicoes de Contacto Dinédmicas
nao inclui nenhuma etapa de limpeza das amostras téxteis, incluindo o controlo (amostra téxtil
nao tratada de dimensao 2,5 x 5 cm). Contudo, devido a necessidade de efetuar o teste partindo
de amostras téxteis nao contaminadas, foram testados dois métodos de limpeza distintos de
modo a reduzir ou eliminar a carga microbiana: descontaminacao das amostras com etanol 70%

(v/v) e a esterilizacao das amostras por exposicao a radiacao Ultravioleta (UV).

2.2.1. Método 1: Descontaminacdo das amostras com etanol 70% (v/v)

A descontaminacao das amostras téxteis foi feita @ semelhanca do teste Fungicida Téxtil
(capitulo 1.2), de acordo com a NP EN 14119:2005. Assim, as amostras foram previamente
mergulhadas numa mistura etanol-agua (70:30) durante 1 a 2 s e colocadas a secar numa
estufa, previamente limpa com etanol 70% (v/v), a 45 °C durante 4 h. Posteriormente, as
amostras foram armazenadas em placas de Petri devidamente seladas, durante pelo menos 72

h a temperatura ambiente.

2.2.2. Método 2: Esterilizacao das amostras téxteis por exposicao a radiacao UV

A esterilizacdo das amostras téxteis foi feita recorrendo a uma camara de fluxo laminar
com lampada UV. As amostras téxteis foram colocadas em placas de Petri, expostas a radiacao
ultravioleta, durante 30 min. Finalmente, as placas foram fechadas e seladas com parafilme, de

forma a garantir as condicdes de esterilidade.
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2.3. Preparacao do indculo

Foi utilizada uma estirpe de £. coli CECT 736, que se encontrava criopreservada em
glicerol 20% (-80 °C), da colecdo do Centro de Engenharia Bioldgica, sendo posteriormente
mantida em placas de Nutriente Agar (VWR Chemicals).

Com o auxilio de uma ansa estéril foram colhidas colonias isoladas de E£. coli e
suspensas em 100 mL de Caldo Nutriente (VWR Chemicals), esterilizado em autoclave a 121 °C
durante 15 min. O indculo foi colocado numa incubadora (Binder) a 37 °C, com agitacdo (150
rpm) durante 18 h.

Apds 18 h de cultivo, e efetuando um pré-teste que consistiu na leitura da absorvancia e
respetiva contagem em placa, verificou-se que, para um valor de absorvancia de 0,15 + 0,01 a
470 nm, a cultura se encontrava numa gama de concentracdo de 10° UFC/mL. Deste modo, e
sendo necessario padronizar a solucao de trabalho na gama de 1,5 a 3,0 x 10s UFC/mL foi feita
uma diluicdo do indculo com solucdo de Ringer (VWR Chemicals) estéril, até se obter essa

concentracaos.

2.4. Procedimento para determinacao da atividade antimicrobiana

Apds a preparacdo da solucdo de trabalho, esterilizaram-se cinco erlenmeyers de 250
mL, trés deles para colocar a amostra tratada, um para conter a amostra nao tratada (controlo) e
um para conter apenas o indculo. Na Figura 13 encontra-se representado o esquema do teste

Bactericida Industrial Téxtil.

. ¥

Figura 13- Esquematizacdo do teste Bactericida Industrial Téxtil:

T1, T2 e T3- Amostra téxtil tratada; NT- Amostra téxtil nao tratada; |- Indculo.

3 De acordo com a nota 5,inserida no método ASTM E2149, é possivel adequar o ajuste da concentragéo final de acordo com o microrganismo
selecionado.
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Adicionou-se a cada um dos erlenmeyers cerca de 50 mL da solucao de trabalho, e apos
uma agitacao durante 1 min, retirou-se 100 uL da solucédo de trabalho, efetuando-se diluicdes
decimais em solucao de Ringer. 100 uL foram colocados em meio Nutriente Agar, em duplicado,
e espalhou-se a solucdo sobre a superficie do agar (método de espalhamento). As placas de
Petri foram colocadas numa incubadora a 37 °C durante 24 a 48 h. Esta amostragem é
considerada o tempo de contacto “0 h”.

Apds a amostragem do tempo de contacto “O h”, as trés amostras téxteis tratadas e a
amostra nao tratada foram introduzidas nos respetivos erlenmeyers com o auxilio de uma pinca
estéril e os erlenmeyers foram colocados sob agitacdo (150 rpm) numa incubadora (Binder) a

37 °C durante 24 h, como representado na Figura 14.

Figura 14- Erlenmeyers de teste em incubadora (Binder) a 37 °C sob agitacdo a 150 rpm.

Apds 24 h de incubacao, realizou-se a amostragem referente ao tempo de contacto “24
h”. Para tal, efetuaram-se diluicdes decimais em solucdo de Ringer e contagem em placa, em
duplicado, pelo método de espalhamento. As placas de Petri, contendo meio Nutriente Agar,
foram posteriormente colocadas numa incubadora a 37 °C durante 24 a 48 h. Apds este

periodo foi feito o calculo das UFC/mL através da Equag¢ao 1:

UFC _ndmero de colonias x fator diluicdo Equagio 1
mL volume plaqueado
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A determinacéo da atividade antimicrobiana foi feita através do calculo da percentagem

(%) de reducao, de acordo com a Equacao 2:

UFC\ B-A
Reducéao,% (—) = x 100 Equacéo 2
mL B

em que,

A-UFC/mL no erlenmeyer que contém a amostra tratada apds o periodo de teste;

B - UFC/mL no erlenmeyer que contém a amostra tratada imediatamente antes da adicdo da

mesma, que corresponde a amostragem do tempo de contacto “0 h”.
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3. Teste Bactericida Aditivo Maquina de Lavar

O teste Bactericida Aditivo Maquina de Lavar foi realizado com base no método ASTM
E2149- Standard Test Method for Determining the Antimicrobial Activity of Immobilized
Antimicrobial Agents Under Dynamic Contact Conditions.

0 procedimento de limpeza das amostras téxteis foi igual ao reportado no capitulo 2.2.2.
Método 2: Esterilizacdo das amostras téxteis com radiacdo UV (Teste Bactericida Industrial
Téxtil). Relativamente a preparacdo do inéculo e determinacado da atividade antimicrobiana, o
procedimento foi 0 mesmo do teste Bactericida Industrial Téxtil referido nos subcapitulos 2.3 e
2.4, respetivamente. Assim, sera apenas referido o procedimento de preparacdo das amostras

téxteis.

3.1. Preparacao das amostras téxteis com a formulacao Bactericida

Aditivo Maquina de Lavar

Para o teste Bactericida Aditivo Maquina de Lavar foi formulada uma solucdo Si
Bactericida Aditivo Maquina de Lavar. Foram preparadas na totalidade seis amostras de tecido
(100% algodao) de tamanho A4: duas amostras com 3 g solucdo Si /kg téxtil, duas amostras
com 4 g solucao Si /kg téxtil e outras duas com 5 g solucéo Si /kg téxtil.

Para as amostras com 3 g solucao Si /kg téxtil, foram introduzidas duas amostras téxteis
numa maquina de lavar doméstica comum, juntamente com roupa, tendo sido colocado um
peso de 15 g da formulacdo Si Bactericida Aditivo Maquina de Lavar no compartimento do
amaciador, uma vez que a maquina continha 5 kg de téxtil, correspondente ao conjunto roupa e
amostras téxteis a testar (ou seja, 5 kg téxtil x 3 g/kg téxtil=15 g de aditivo). De igual modo, foi
adicionado um peso de 20 g e 25 g, da mesma formulacdo, no compartimento do amaciador
para as amostras com 4 g solucdo Si /kg téxtil e 5 g solucdo Si /kg téxtil, respetivamente.
Posteriormente, as amostras foram secas a temperatura ambiente, juntamente com a restante
roupa.

Foram obtidas amostras téxteis de aproximadamente 0,1 g, representadas na Figura
15, que corresponde a uma dimensao de, aproximadamente, 2,5 x 5 ¢cm, como indicado no

método ASTM E£2149.
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Figura 15- Amostra téxtil (100% algodao) de dimensao 2,5 x 5 cm.



4. Teste Bactericida Aditivo Tintas

0O teste Bactericida Aditivo Tintas foi baseado na /SO 22196:2007- Pldsticos- Medicdo da

Atividade Antibacteriana em Superficies Pldsticas.

4.1. Preparacao das placas de madeira com a formulacido Bactericida

Aditivo Tintas

Para a preparacao das amostras a serem utilizadas no teste Bactericida Aditivo Tintas foi
preparada a formulacao Si Bactericida Aditivo Tintas e Vernizes. Numa primeira fase, introduziu-
se uma determinada quantidade de tinta de base aquosa mate em dois gobelés, tendo sido
registado o seu peso. Apds a pesagem dos gobelés, adicionou-se a cada um deles cerca de 3% e
4% em massa da formulacao Si Bactericida Aditivo Tintas e Vernizes, tendo sido feita uma boa
homogeneizacao da mistura de modo a garantir a incorporacao do aditivo na tinta. Apos a
mistura dos dois componentes, cada uma das formulacdes de tinta (3% e 4% em massa)
contendo Si Bactericida Aditivo Tintas e Vernizes foi aplicada a placas de madeira (de dimensao
5 cm x 5 c¢cm, como indicado na norma ISO 22196), como se pode observar na Figura 16,

com posterior secagem em estufa a 60 °C.

A) B)

Figura 16- A) Placa de madeira 5 cm x 5 cm. B) Placa de madeira 5 cm x 5 ¢cm, apos aplicacao da tinta de base

aquosa mate contendo a solucao Si Bactericida Aditivo Tintas e Vernizes.

4.2. Limpeza das amostras

De acordo com a /SO 22196, caso seja necessario fazer a limpeza das amostras a testar
antes da realizacao do teste, a mesma deve ser feita com etanol 70% (v/v). Contudo, o uso deste

solvente deve ser evitado uma vez que este pode provocar a dissolucdo do revestimento ou
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eluicao dos componentes da tinta. Assim, de forma a evitar que tal ocorresse e existindo ainda a
necessidade de esterilizar todas as amostras de teste, incluindo os controlos, foi selecionado um
outro método para esterilizacdo das amostras: esterilizacao com radiacao UV.

A esterilizacdo das amostras a testar foi entdo feita recorrendo a uma camara de fluxo
laminar com lampada UV. As amostras a testar foram colocadas em placas de Petri, expostas a
radiacdo ultravioleta, durante 30 min. Finalmente, as placas foram fechadas e seladas com

parafilme, de forma a garantir as condigdes de esterilidade.

4.3. Preparacao do inéculo

Para o teste Bactericida Aditivo Tintas foi utilizada uma estirpe de £. co/i CECT 736.

Com o auxilio de uma ansa estéril foram colhidas colonias isoladas de E£. coli e
suspensas em 100 mL de Caldo Nutriente (VWR Chemicals). O inéculo foi colocado numa
incubadora (Binder) a 37 °C, com agitacdo (150 rpm) durante 18 h.

A semelhanca do teste Bactericida Industrial Téxtil (capitulo 2.3), verificou-se que, apos
18 h de cultivo, a cultura se encontrava numa gama de concentracdo de 10° células/mL. Deste
modo, e sendo necessario padronizar a solucao de trabalho na gama de 2,5 a 10 x 10¢
células/mL com uma concentracao alvo de 6 x 10° UFC/mL foi feita uma diluicdo do indculo

com Caldo Nutriente (VWR Chemicals) até se obter essa concentracao.

4.4. Inoculacao das amostras a testar

Apds a preparacao do indculo foi necessario colocar cada amostra a testar em placas de
Petri distintas, de acordo com o esquema da Figura 17. Na totalidade foram colocadas, em
placas de Petri distintas, trés placas de madeira tratadas com tinta de base aquosa mate
contendo 3% em massa de Si Bactericida Aditivo Tintas e Vernizes, trés placas de madeira
tratadas com tinta de base aquosa mate contendo 4% em massa de Si Bactericida Aditivo Tintas
e Vernizes, seis placas de vidro sem tinta com a mesma dimensao das placas de madeira
(controlo negativo utilizado pela Smart Inovation) e trés placas de madeira com tinta de base

aquosa nao tratada (controlo negativo adicional).
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Figura 17- Esquema do teste Bactericida Aditivo Tintas:

1) Placa de madeira tratada com tinta de base aquosa mate contendo 3% em massa de Si Bactericida Aditivo Tintas
e Vernizes; 2) Placa de madeira tratada com tinta de base aquosa mate contendo 4% em massa de Si Bactericida
Aditivo Tintas e Vernizes; 3) Placa de madeira com tinta de base aquosa mate néo tratada com formulacéo Si

Bactericida Aditivo Tintas e Vernizes; 4) Placa de vidro sem tinta.

Finalizada a colocacdo das amostras nas respetivas placas de Petri foi necessario pipetar
cerca de 0,4 mL do in6culo na superficie de todas as amostras e cobri-lo com um pedaco de um
saco Stomacher de dimensdo 4 cm x 4 cm, pressionando gentilmente de modo a evitar que este
se espalhasse para além dos limites das placas. Por fim, fechou-se cada uma das placas de

Petri, como esquematizado na Figura 18.

L0 £
GO 4

Figura 18- Inoculacao da amostra a testar e colocacao da pelicula de cobertura (retirado de 1SO, 2007):

1-pelicula de cobertura; 2- inoculo (0,4 mL); 3- amostra de teste; 4- placa de Petri; 5- tampa da placa de Petri.

Apds a inoculacdo das amostras, as placas de Petri foram colocadas numa incubadora a
uma temperatura de 35 °C e humidade relativa de 84% durante 24 h. Algumas placas de vidro

sem tinta e placas de madeira com tinta de base aquosa nao tratada nao foram colocadas na
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incubadora de modo a recuperar as bactérias no tempo Oh, como descrito no subcapitulo

seguinte.

4.5. Recuperacao das bactérias das amostras a testar

De modo a efetuar a contagem do numero de bactérias vidveis no tempo 0 h,
imediatamente apds a inoculacao das amostras foi necessario recuperar as bactérias das placas
de vidro sem tinta e das placas de madeira com tinta de base aquosa nao tratada. A
recuperacao foi feita através da adicdo de 10 mL de um agente neutralizante estéril, Caldo de
Digestao de Soja e Caseina com Lecitina e Tween 80 (SCDLP). De modo a garantir que o agente
neutralizante lavou completamente a amostra, efetuou-se a recolha e libertacdo sucessivas do
mesmo sobre a amostra. Por fim, foi feita a recolha do mesmo para um tubo de Falcon estéril.

Apds 24 h de incubacdo, as bactérias foram recuperadas das restantes amostras de

teste da mesma forma.

4.6. Determinacao do numero de bactérias viaveis

A determinacdo do numero de bactérias viaveis nos tempos O h para as amostras nao
tratadas e 24 h para as amostras tratadas e as amostras nao tratadas foi feita através de
diluicdes decimais do agente neutralizante, recuperado em tampéao fosfato salino (PBS) (Sigma-
Aldrich) e respetiva contagem em placa, em duplicado. A contagem em placa foi feita pelo
método de incorporacao (“pour plate”), colocando-se cerca de 1 mL de cada diluicdo em 15 mL
de meio Agar para Contagem em Placa (PCA) (VWR Chemicals). As placas foram colocadas
numa incubadora a 35 °C, durante 40 a 48 h. Apos este periodo determinou-se o numero de
bactérias viaveis.

A determinacdo da atividade antimicrobiana foi feita, em primeiro lugar, pela

determinacdo do numero de bactérias viaveis, através da Equacao 3:

N=(100x CxDx W/ A Equacéo 3

em que,

N-numero de bactérias viaveis recuperadas, por cm? de amostra;
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C- média da contagem de placas;
D- fator de diluicao para as placas contadas;
V-volume, em mL, de SCDLP adicionado a amostra;

A- area superficial, em mmez, da pelicula de cobertura.

Nota: Deve calcular-se a média geométrica para cada triplicado das amostras tratadas e
ndo tratadas. Caso ndo sejam contadas quaisquer colonias em nenhuma das placas, deve
registar-se 0 numero de colénias contadas como <V (em que V'é o volume, em mL, de SCDLP
adicionado a amostra). Neste caso, o calculo da média ¢ feito considerando que o numero de

bactérias viaveis (M ¢é igual a V.

Apos o calculo do nimero de bactérias viaveis procedeu-se a validacao do teste, através

de trés condicoes:

Condicdo 1: O logaritmo do numero de bactérias viaveis recuperadas imediatamente apds a

inoculacao das amostras nao tratadas devia respeitar a seguinte condicao:

Lmax - Lm/'n

<0,2

Lmedio

em que,

L...- logaritmo decimal do numero maximo de bactérias viaveis encontradas numa amostra nao
tratada;
L.~ logaritmo decimal do numero minimo de bactérias viaveis encontradas numa amostra nao
tratada;
L ..+ - logaritmo decimal do numero médio de bactérias viaveis encontradas nas amostras nao

tratadas.

Condicao 2: O numero médio de bactérias vidveis recuperadas imediatamente apds a inoculagao

das amostras nao tratadas devia estar dentro do intervalo de 6,2 x 102 a 2,5 x 104 células/cme.
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Condicdo 3: O numero de bactérias viaveis (M recuperadas de cada amostra nao tratada apos

24 h de incubacao nao devia ser inferior a 6,2 x 10! células/cma.

Para que o teste fosse valido todas as condicdes teriam de ser respeitadas.

Apés a validacao do teste, calculou-se a atividade antibacteriana da amostra, através da

Equacao 4:

R= (Uf' Uo)' (/41" Uo) = U A Equacao 4

em que,

R- atividade antibacteriana, expressa em células/cms;

U,- média do logaritmo decimal do nimero de bactérias viaveis, em células/cm?, recuperadas a
partir das amostras nao tratadas imediatamente apos a inoculacao;

U;- média do logaritmo decimal do nimero de bactérias viaveis, em células/cm?, recuperadas a
partir das amostras nao tratadas apés 24 h;

A- média do logaritmo decimal do numero de bactérias viaveis, em células/cm?, recuperadas a

partir das amostras tratadas apds 24 h.
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Ill- Resultados e Discussao

Este capitulo, a semelhanca do capitulo anterior, esta dividido em quatro partes
distintas, relativas aos quatro testes realizados: teste Fungicida Téxtil, teste Bactericida Industrial
Téxtil, teste Bactericida Aditivo Maquina de Lavar e teste Bactericida Aditivo Tintas.

Neste capitulo encontram-se apresentados os principais resultados relativos a cada teste
e a discussao pormenorizada dos mesmos.

Considerando que o objetivo principal do projeto é a otimizacdo da concentracao de
formulacao Si aplicada em cada um dos testes, os resultados obtidos sdo confrontados com os

apresentados pela empresa.
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1. Teste Fungicida Téxtil

Tal como referido no capitulo anterior este teste foi baseado na NP EN 14119:2005,

cujos resultados e respetiva discussao sdo apresentados abaixo.

1.1. Controlo da viabilidade dos esporos

Para o teste do controlo da viabilidade dos esporos de Aspergillus niger obtiveram-se 0s

resultados, em duplicado, apresentados na Figura 19, apos 7 dias de incubacéo a 25 °C.

Bl

Figura 19- Controlo da viabilidade dos esporos de Aspergillus niger. 1) e 2) no dia O (vista de topo e de base,

respetivamente); 3) e 4) no dia 7 (vista de topo e de base, respetivamente).

Considerando que ocorreu um bom crescimento e esporulacdo do fungo, foi possivel

confirmar que estes se encontravam vidveis para a realizacédo do teste.

1.2. Avaliacao do crescimento dos fungos por analise visual

Para o controlo positivo (amostra com eficacia garantida- fungicida/0 lavagens, de 30
mm de didmetro), controlo negativo (pedaco de algoddo nao tratado e limpo com etanol, de 30
mm de diametro) e branco (placa de Petri contendo apenas meio PDA sem fungos
incorporados), obtiveram-se os seguintes resultados, apresentados na Figura 20, apds 3 dias

de incubacao a 25 °C.
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Figura 20- Controlo positivo, controlo negativo e branco de amostras téxteis em contacto com A. niger, apds 3 dias

de incubacado a 25 °C (vista de topo- imagem a esquerda; vista de base- imagem a direita).

Relativamente ao branco, nao se verificou qualquer crescimento de fungos no meio PDA.
Para ambos os controlos, positivo e negativo, nao se verificou qualquer zona de inibicao em
torno da amostra. Contudo, ndo se verificou qualquer crescimento de fungos no controlo
positivo, no controlo negativo e no agar em contacto com as amostras, ou seja, o grau de
crescimento em todos foi de O- Anexo A.1. e A.2..

No caso das quatro amostras em estudo: 17,5 g solucao Si /kg téxtil: 20 e 50 lavagens
e 20 g solucado Si /kg téxtil: 20 e 50 lavagens obtiveram-se os resultados, que se encontram

representados na Figura 21.

‘ ‘ |
4) 6) 9

Figura 21- 1) e 2) amostra com 17,5 g solucéo Si /kg téxtil- 20 lavagens; 3) e 4) amostra com 17,5 g solucédo

Si /kg téxtil- 50 lavagens; 5) e 6) amostra com 20 g solucao Si /kg téxtil- 20 lavagens; 7) e 8) amostra com 20 g
solucdo Si /kg téxtil- 50 lavagens. As amostras 1), 3), 5) e 7) representam a vista de topo e as amostras 2), 4),

6) e 8) representam a vista de base.
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Relativamente a avaliacdo do crescimento de fungos nas amostras constatou-se que, em
todas elas, o grau de crescimento é O (Anexo A.1.), pois nao se verificou crescimento aparente
na amostra, tanto na face que se encontrava em contacto com o agar como na face superior.

Adicionalmente, nenhuma amostra apresentou uma zona de inibicdo do crescimento de
fungos em torno da mesma, o que pode indicar que o principio ativo ndo se libertou da amostra
téxtil e que nado difundiu no meio de cultura inoculado com fungo.

Em relacdo ao crescimento de fungos no meio agar, ndo se verificou crescimento dos
fungos no meio agar em contacto com o provete, mas sim na zona circundante a amostra, pelo
que o grau de crescimento é também O (Anexo A.2.).

Uma vez que ndo ocorreu qualquer crescimento de fungos no controlo negativo, o que
ndo se seria expectavel, foi colocada a hipotese de que o etanol a 70% (v/v), utilizado na limpeza
do algodao, tenha exercido um efeito fungicida. A Smart Inovation utilizou um controlo negativo
diferente nos seus testes, ou seja, um material que permitiu os fungos proliferarem - pedaco de
algodao nao tratado. Assim, e de modo a estudar a influéncia do processo de limpeza com
etanol na amostra téxtil nao tratada nos resultados obtidos, repetiu-se o teste, nas mesmas
condicdes, com dois novos controlos, uma amostra téxtil ndo tratada mas limpa com etanol e

uma amostra téxtil nao tratada e nao limpa com etanol (Figura 22).

Figura 22- Amostra téxtil ndo tratada mas limpa com etanol (imagem da esquerda) e
amostra téxtil ndo tratada e nao limpa com etanol (imagem da direita) apds incubacado com A.

niger (vista de topo).
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Constatou-se que o etanol (70% v/v), utilizado na limpeza das amostras téxteis, podera
ter tido influéncia nos resultados obtidos, uma vez que na amostra téxtil ndo tratada mas limpa
com etanol nao se verificou crescimento de fungos e na amostra téxtil nao tratada e nao limpa
com etanol se verificou crescimento, ainda que reduzido. Face a esta ocorréncia, foram
colocadas duas hipéteses para que tal tenha ocorrido: 1) o tempo de secagem das amostras ter
sido insuficiente para evaporar totalmente o etanol impregnado na fibra téxtil ou 2) o composto
quaternario de amonio, cetrimida, presente na composicdo do etanol 70% (v/v) numa
concentracdo de 0,25% a 0,30% (m/v) ter ficado retido na fibra, prolongando a atividade
fungicida do etanol. De acordo com Moriya & Modena (2008), o etanol ndo apresenta atividade
antimicrobiana residual, evaporando rapidamente apds aplicacdo nos materiais. Contudo, o
mesmo pode ser associado a outros compostos presentes que permitirdao prolongar a sua
atividade antimicrobiana (Centers for Disease Control and Prevention, 2002). Assim, considera-
se gue a segunda hipotese seja a mais plausivel para o resultado obtido.

Considerando que o teste Fungicida Téxtil foi baseado na NP EN 14119:2005, a mesma
norma utilizada pela empresa, é possivel comparar os resultados com os obtidos pela empresa,
ainda que tenham ocorrido alguns desvios a norma e as condicbes tenham sido, certamente,
diferentes.

Por questdes de seguranca, o teste efetuado no presente trabalho foi com o fungo
Aspergillus niger, em vez do fungo testado pela empresa- 7richophyton rubrum, fungo causador
do Pé de Atleta. O grau de crescimento de A. nijger foi considerado O para todas as amostras
testadas. Os resultados apresentados pela empresa indicam que, para uma amostra com 19 g
solucdo Si/ kg téxtil e O lavagens, se verifica um grau de crescimento O para 7richophyton
rubrum.

Deste modo, conclui-se que o teste Fungicida Téxtil pode ser validado para as amostras
com 17,5 g solucéo Si/ kg téxtil - 20 lavagens e 50 lavagens, com o fungo 7richophyton rubrum.
Caso se verifiguem os mesmos resultados, a formulacdo Si Pé de Atleta pode ser aplicada numa
concentracdo mais baixa relativamente a que é atualmente produzida pela Smart Inovation,

tornando o produto mais rentavel para a empresa, uma vez que a eficacia € a mesma.
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2. Teste Bactericida Industrial Téxtil

Tal como referido no capitulo anterior, o método ASTM £2149 ndo especifica qualquer
procedimento de limpeza das amostras téxteis, contudo, por ndo ser possivel garantir condicdes
ideias de esterilidade, foi necessario selecionar um método que garantisse a descontaminacao
das amostras a testar. Deste modo, escolheu-se descontaminar as amostras téxteis com etanol
70% (v/v) por ser um composto de baixo custo, pratico de utilizar e com reconhecida atividade
antimicrobiana, acrescentando o facto de ja existir um protocolo de limpeza das amostras téxteis
utilizado no teste Fungicida Téxtil.

Os resultados obtidos no teste de atividade antimicrobiana das amostras tratadas e nao
tratadas em contacto com a £. coli ao longo do tempo de teste (Oh e 24 h) encontram-se

reportados na Tabela 3, para a concentracao 17,5 g solucao Si /kg téxtil - 20 lavagens.

Tabela 3- Avaliacdo da atividade antimicrobiana das amostras téxteis, em UFC/mL (valor médio), no tempo O h e

24 h, nas amostras tratadas (17,5 g solucdo Si /kg téxtil - 20 lavagens), ndo tratada e apenas indculo

Tempo de contacto (h) Teste UFC/mL
Amostra tratada 1 2,05E+06

Amostra tratada 2 2,05E+06

0 Amostra tratada 3 2,01E+06

Amostra nao tratada 1,98E+06

Indculo 2,01E+06

Tempo de contacto (h) Teste UFC/mL
Amostra tratada 1 4,50E+03

Amostra tratada 2 2,50E+03

24 Amostra tratada 3 6,00E+03

Amostra nao tratada 1,60E+04

Indculo 1,49E+06
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Analisando a Tabela 3 verificou-se que, partindo de uma concentracdo bacteriana
padronizada em todos os erlenmeyers de teste, apds o tempo de teste houve uma diminuicao da
carga microbiana nas amostras tratadas, o que seria expectavel. Contudo, verificou-se que, no
erlenmeyer que continha a amostra nao tratada, também ocorreu uma diminuicao da carga
microbiana, embora menor, enquanto no erlenmeyer que continha apenas o inoculo a carga
microbiana se tenha mantido constante. Embora tal tenha ocorrido, o teste foi realizado para os
restantes trés pares concentracdo/lavagem, de forma a verificar se se tratava de um padrao
comportamental ou se tinha ocorrido algum problema no primeiro teste.

Os resultados obtidos no teste de atividade antimicrobiana das amostras tratadas e nao
tratadas em contacto com a £. coli ao longo do tempo de teste (Oh e 24 h) encontram-se

reportados na Tabela 4, para a concentracao 17,5 g solucdo Si /kg téxtil - 50 lavagens.

Tabela 4- Avaliacdo da atividade antimicrobiana das amostras téxteis, em UFC/mL (valor médio), no tempo O h e

24 h, nas amostras tratadas (17,5 g solucao Si /kg téxtil - 50 lavagens), ndo tratada e apenas indculo

Tempo de contacto (h) Teste UFC/mL
Amostra tratada 1 3,60E+05

Amostra tratada 2 3,55E+05

0 Amostra tratada 3 2,30E+05

Amostra nao tratada 4,20E+05

Indculo 4,15E+05

Tempo de contacto (h) Teste UFC/mL
Amostra tratada 1 0,00E+00

Amostra tratada 2 1,00E+03

24 Amostra tratada 3 0,00E+00

Amostra nao tratada 1,50E+03

Indculo 1,85E+05

Os resultados obtidos no teste de atividade antimicrobiana das amostras tratadas e nao
tratadas em contacto com a £. coli ao longo do tempo de teste (Oh e 24 h) encontram-se

reportados na Tabela 5, para a concentracao 24,5 g solucdo Si /kg téxtil - 20 lavagens.
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Tabela 5- Avaliacdo da atividade antimicrobiana das amostras téxteis, em UFC/mL (valor médio), no tempo O h e

24 h, nas amostras tratadas (24,5 g solucdo Si /kg téxtil - 20 lavagens), néo tratada e apenas indculo

Tempo de contacto (h) Teste UFC/mL
Amostra tratada 1 4,20E+05

Amostra tratada 2 3,70E+05

0 Amostra tratada 3 4,00E+05

Amostra ndo tratada 4,15E+05

Inéculo 4,30E+05

Tempo de contacto (h) Teste UFC/mL
Amostra tratada 1 1,50E+02

Amostra tratada 2 5,00E+01

24 Amostra tratada 3 5,00E+01

Amostra nao tratada 7,00E+02

Indculo 3,20E+05

Finalmente, os resultados obtidos no teste de atividade antimicrobiana das amostras
tratadas e nao tratadas em contacto com a £. coli ao longo do tempo de teste (Oh e 24 h)
encontram-se reportados na Tabela 6, para a concentracdo 24,5 g solucdo Si /kg téxtil- 50

lavagens.
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Tabela 6- Avaliacdo da atividade antimicrobiana das amostras téxteis, em UFC/mL (valor médio), no tempo O h e

24 h, nas amostras tratadas (24,5 g solucao Si /kg téxtil - 50 lavagens), ndo tratada e apenas indculo

24

2,50E+05

3,30E+05

2,70E+05

3,05E+05

3,10E+05

5,00E+01

1,00E+02

1,50E+02

2,50E+02

3,05E+05

Analisando as restantes tabelas, verificaram-se 0 mesmo tipo de resultados.

Considerando que o proposito do teste era o calculo da percentagem de reducdo das

quatro amostras testadas, apresentam-se, na Figura 23, os resultados em termos de % de

reducao bacteriana.
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Amostras Si Bactericida Industrial Téxtil

% reducgao bacteriana

m 17,5 g solugdo Si/kg téxtil - 20

lavagens

| 17,5 g solugdo Si/kg téxtil - 50

lavagens

M 24,5 g solugdo Si/kg téxtil - 20

lavagens

24,5 g solugdo Si/kg téxtil - 50

lavagens

Figura 23- Percentagem de reducdo da populacdo microbiana das amostras téxteis testadas (descontaminacao

das amostras com etanol 70% (v/v)).
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Constatou-se que as amostras testadas, exceto a primeira que apresentou uma reducao
de 99,8%, apresentaram reducdes acima dos 99,9%.

De modo a analisar os resultados obtidos recorreu-se a Tabela 7, presente na /SO
20743:2013 - Téxteis - Determinacdo da atividade antibacteriana de produtos téxteis, que
classifica a eficacia da atividade antibacteriana de téxteis. A tabela apresenta a classificacdo em
termos de reducao logaritmica, deste modo converteu-se para percentagem de reducao
bacteriana considerando a seguinte informacao: a reducao de 1 log, 2 log e 3 log corresponde a
uma reducao de 90%, 99% e 99,9%, respetivamente, e assim sucessivamente (Microchem

Laboratory, 2015b).

Tabela 7- Classificacdo da eficacia da atividade antibacteriana (adaptado de 1SO, 2013)

Eficacia da atividade antibacteriana Valor da atividade antibacteriana: A
Significativa 2<A<3
Forte A>3

Assim, constatou-se que a amostra com 17,5 g solucdo Si /kg téxtil - 20 lavagens
apresentou uma atividade antibacteriana significativa e as restantes amostras apresentaram uma
atividade antibacteriana forte.

A diminuicao da carga microbiana no erlenmeyer contendo a amostra nao tratada, nos
quatro testes efetuados, tratou-se de uma situacdo ndo expectavel, uma vez que as amostras
ndo sofreram qualquer tratamento. Assim, colocaram-se duas hipoteses para os resultados
obtidos. A primeira hipotese seria a retencdo da cetrimida, proveniente do etanol 70% (v/v), que
prolongaria a atividade antimicrobiana do etanol, a semelhanca do ocorrido no teste Fungicida
Téxtil. Adicionalmente, colocou-se também a hipotese de as bactérias ficarem retidas ou
aderirem a amostra, uma vez que esta consiste numa fibra téxtil. A adesado ou retencdo das
bactérias na fibra téxtil foi também considerada para as amostras tratadas.

Assim, embora se tenham obtido os resultados o6timos em termos de eficacia
antibacteriana (préximo do 100% de reducdo microbiana), optou-se por repetir o teste
Bactericida Industrial Téxtil, recorrendo a um outro procedimento de limpeza das amostras
téxteis: exposicao a radiacao UV. Este método de esterilizacao foi escolhido devido a sua eficacia
antibacteriana, a nao existéncia de atividade residual nas amostras, ao contrario do que ocorre

com os desinfetantes quimicos (Zyara et al., 2016), tendo sido selecionado um tempo de
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exposicao de 30 minutos, pois de acordo com alguns estudos ¢ um periodo de tempo eficaz

para a destruicdo da carga bacteriana (Katara et al., 2008; Sharma, 2012).

Repetindo o teste, nas mesmas condicdes do teste anterior, diferenciando apenas o

procedimento de limpeza das amostras, obtiveram-se os resultados no teste de atividade

antimicrobiana das amostras tratadas e nao tratadas em contacto com a £. co/i ao longo do

tempo de teste (Oh e 24 h) que se encontram reportados na Tabela 8, para a concentracéo

17,5 g solucao Si /kg téxtil - 20 lavagens.

Tabela 8- Avaliacédo da atividade antimicrobiana das amostras téxteis, em UFC/mL (valor médio), no tempo O h

e 24 h, nas amostras tratadas (17,5 g solucao Si /kg téxtil - 20 lavagens), ndo tratada e apenas indculo

Tempo de contacto (h) Teste UFC/mL
Amostra 1 Tratada 2,90E+05

Amostra 2 Tratada 3,10E+05

0 Amostra 3 Tratada 3,35E+05

Amostra ndo tratada 3,30E+05

Inoculo 2,95E+05

Tempo de contacto (h) Teste UFC/mL
Amostra 1 Tratada 6,00E+03

Amostra 2 Tratada 7,00E+03

24 Amostra 3 Tratada 8,00E+03

Amostra ndo tratada 2,35E+05

Indculo 1,95E+05

Analisando a Tabela 8 verificou-se uma diminuicdo da carga bacteriana nos

erlenmeyers contendo as amostras tratadas. Contudo, nos erlenmeyers que continham a

amostra nao tratada e apenas inoculo verificou-se que a carga bacteriana se manteve constante,

0 que seria expectavel.
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Os resultados obtidos no teste de atividade antimicrobiana das amostras tratadas e
ndo tratadas em contacto com a £. cofli ao longo do tempo de teste (Oh e 24 h) encontram-se

reportados na Tabela 9, para a concentracao 17,5 g solucao Si /kg téxtil - 50 lavagens.

Tabela 9- Avaliacdo da atividade antimicrobiana das amostras téxteis, em UFC/mL (valor médio), no tempo O

h e 24 h, nas amostras tratadas (17,5 g solucao Si /kg téxtil - 50 lavagens), ndo tratada e apenas indculo

Tempo de contacto (h) Teste UFC/mL
Amostra 1 Tratada 3,50E+05

Amostra 2 Tratada 3,65E+05

0 Amostra 3 Tratada 3,80E+05

Amostra ndo tratada 3,55E+05

Indculo 4 50E+05

Tempo de contacto (h) Teste UFC/mL
Amostra 1 Tratada 1,59E+04

Amostra 2 Tratada 1,69E+04

24 Amostra 3 Tratada 1,60E+04

Amostra ndo tratada 2,05E+05

Inoculo 1,75E+05

Os resultados obtidos no teste de atividade antimicrobiana das amostras tratadas e
nao tratadas em contacto com a £. coli ao longo do tempo de teste (Oh e 24 h) encontram-se

reportados na Tabela 10, para a concentracdo 24,5 g solucéo Si /kg téxtil - 20 lavagens.
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Tabela 10- Avaliacao da atividade antimicrobiana das amostras téxteis, em UFC/mL (valor médio), no tempo

0 h e 24 h, nas amostras tratadas (24,5 g solucao Si /kg téxtil - 20 lavagens), nao tratada e apenas inoculo

Tempo de contacto (h) Teste UFC/mL
Amostra 1 Tratada 3,35E+05

Amostra 2 Tratada 3,30E+05

0 Amostra 3 Tratada 3,95E+05

Amostra nao tratada 3,95E+05

Inoculo 3,75E+05

Tempo de contacto (h) Teste UFC/mL
Amostra 1 Tratada 1,50E+03

Amostra 2 Tratada 5,00E+02

24 Amostra 3 Tratada 1,50E+03

Amostra nao tratada 2,35E+05

Inoculo 3,15E+05

Por ultimo, os resultados obtidos no teste de atividade antimicrobiana das amostras

tratadas e nao tratadas em contacto com a £. coli ao longo do tempo de teste (Oh e 24 h)

encontram-se reportados na Tabela 11, para a concentracdo 24,5 g solucdo Si /kg téxtil - 50

lavagens.

59



Tabela 11- Avaliacao da atividade antimicrobiana das amostras téxteis, em UFC/mL (valor médio), no tempo

0 h e 24 h, nas amostras tratadas (24,5 g solucao Si /kg téxtil - 50 lavagens), nao tratada e apenas inoculo

Tempo de contacto (h) Teste UFC/mL
Amostra 1 Tratada 4,00E+05

Amostra 2 Tratada 3,95E+05

0 Amostra 3 Tratada 3,90E+05

Amostra ndo tratada 4,10E+05

Inoculo 4,10E+05

Tempo de contacto (h) Teste UFC/mL
Amostra 1 Tratada 1,25E+04

Amostra 2 Tratada 1,30E+04

24 Amostra 3 Tratada 1,25E+04

Amostra ndo tratada 1,70E+05

Inoculo 1,30E+05

Verificou-se 0 mesmo comportamento para as restantes trés amostras de teste.
Os resultados do teste em termos de % de reducdo bacteriana, encontram-se

representados na Figura 24, para as quatro amostras de teste.
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X 24,5 g solugdo Si/kg téxtil - 50
20 lavagens

Amostras Si Bactericida Industrial Téxtil

Figura 24- Percentagem de reducdo da populacdo microbiana das amostras téxteis testadas (esterilizacdo das

amostras por exposicdo a radiacdo UV).
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Em termos de % de reducao bacteriana, foi possivel constatar que a amostra com
17,5 g solucao Si /kg téxtil - 20 lavagens apresentou uma reducao de 97,8%, a amostra com
17,5 g solucao Si /kg téxtil - 50 lavagens uma reducéo de 95,5%, a amostra com 24,5 g solucao
Si /kg téxtil - 20 lavagens uma reducao de 99,7% e a amostra com 24,5 g solucdo Si /kg téxtil -
50 lavagens uma reducao de 96,8%.

Analisando o grafico da Figura 24, verificou-se que, nas amostras com a mesma
concentracdo de principio ativo e nimero de lavagens diferentes, ocorreu uma diminuicdo da
eficacia antibacteriana com o aumento das lavagens, o que seria expectavel pois a retencdo da
formulacao Si na fibra vai diminuindo.

Comparando as amostras com concentracoes diferentes de principio ativo € 0 mesmo
numero de lavagens, verificou-se um aumento da eficacia antibacteriana com o aumento da
concentracado de Si Bactericida Industrial Téxtil na fibra, como seria expectavel.

Finalmente, constatou-se que para as duas concentracdes testadas, ocorre uma
diminuicdo praticamente na mesma proporcao quando o numero de lavagens aumenta de 20
para 50.

Recorrendo a Tabela 7, verificou-se que apenas a amostra com 24,5 g solucao Si /kg
téxtil - 20 lavagens apresentou uma eficacia antibacteriana significativa. Nas restantes amostras
ocorreu uma diminuicdo da carga bacteriana inferior a 2 log, portanto, estas ndo apresentaram
uma eficacia antibacteriana significativa.

Os resultados obtidos pela Smart Inovation indicam que uma amostra contendo 21 g
solucao Si /kg téxtil e submetida a 20 lavagens apresenta uma reducédo de 78% e uma amostra
com a mesma concentracdo e submetida a 50 lavagens apresenta uma reducdo de 72%. Este
teste foi realizado de acordo com o método ASTM £2149 e o microrganismo testado foi a £. col
Estes valores sdo inferiores aos valores obtidos para uma concentracdo de 17,5 g solucéo Si /kg
téxtil. Este facto pode ser explicado considerando que o teste foi realizado com adaptacdes a
norma e a estirpe utilizada no trabalho foi uma estirpe diferente da utilizada pela empresa.

Ainda assim, seria interessante validar o teste para as amostras com 24,5 g solucao Si -
20 e 50 lavagens, pois ainda que se possam obter resultados abaixo dos obtidos neste projeto,
por tudo o referido acima, estes serdo, certamente, superiores aos que a empresa atualmente
apresenta. Consequentemente, uma maior eficacia antibacteriana implica uma melhor

classificacao do produto Si Bactericida Industrial Téxtil como agente antibacteriano.
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3. Teste Bactericida Aditivo Maquina de Lavar

De acordo com os resultados obtidos no teste Bactericida Industrial Téxtil e uma vez que
este teste é também baseado no método ASTM E2149, optou-se por proceder a esterilizacdo das
amostras téxteis a testar por exposicao a radiacao UV.

Os resultados obtidos no teste de atividade antimicrobiana das amostras tratadas e nao
tratadas em contacto com a £. coli ao longo do tempo de teste (Oh e 24 h) encontram-se

reportados na Tabela 12, para a concentracao 3 g solucao Si /kg téxtil.

Tabela 12- Avaliacao da atividade antimicrobiana das amostras téxteis, em UFC/mL (valor médio), no tempo

0 h e 24 h, nas amostras tratadas (3 g solucdo Si /kg téxtil), nao tratada e apenas inoculo

Tempo de contacto (h) Teste UFC/mL
Amostra 1 Tratada 4 25E+05

Amostra 2 Tratada 4, 30E+05

0 Amostra 3 Tratada 4,20E+05

Amostra ndo tratada 4,90E+05

Indculo 4,60E+05

Tempo de contacto (h) Teste UFC/mL
Amostra 1 Tratada 9,00E+04

Amostra 2 Tratada 9,05E+04

24 Amostra 3 Tratada 8,85E+04

Amostra ndo tratada 4,15E+06

Inoculo 2,35E+05

Fazendo uma analise da carga bacteriana em cada um dos erlenmeyers de teste,
relembrando que, em todos eles se partiu de uma concentracao bacteriana padronizada,
observou-se uma diminuicao do numero de bactérias, no tempo 24 h, nos erlenmeyers contendo

as amostras tratadas com 3 g solucdo Si /kg téxtil. Esta diminuicdo nao se verificou no
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erlenmeyer que continha a amostra nao tratada nem no erlenmeyer que continha apenas o
indculo, o que indicou a influéncia do agente bactericida retido nas amostras téxteis tratadas.

Os resultados obtidos no teste de atividade antimicrobiana das amostras tratadas e nao
tratadas em contacto com a £. coli ao longo do tempo de teste (Oh e 24 h) encontram-se

reportados na Tabela 13, para a concentracao 4 g solucao Si /kg téxtil.

Tabela 13- Avaliacao da atividade antimicrobiana das amostras téxteis, em UFC/mL (valor médio), no tempo

0 h e 24 h, nas amostras tratadas (4 g solucdo Si /kg téxtil), nao tratada e apenas inoculo

Tempo de contacto (h) Teste UFC/mL
Amostra 1 Tratada 4, 20E+05

Amostra 2 Tratada 4,10E+05

0 Amostra 3 Tratada 4,25E+05

Amostra ndo tratada 4,50E+05

Indculo 4,40E+05

Tempo de contacto (h) Teste UFC/mL
Amostra 1 Tratada 7,20E+04

Amostra 2 Tratada 7,05E+04

24 Amostra 3 Tratada 7,35E+04

Amostra ndo tratada 9,00E+05

Inoculo 3,00E+06

Finalmente, os resultados obtidos no teste de atividade antimicrobiana das amostras
tratadas e nao tratadas em contacto com a £. co/i ao longo do tempo de teste (Oh e 24 h)

encontram-se reportados na Tabela 14, para a concentracdo 5 g solucao Si /kg téxtil.
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Tabela 14- Avaliacdo da atividade antimicrobiana das amostras téxteis, em UFC/mL (valor médio), no tempo O

h e 24 h, nas amostras tratadas (5 g solucdo Si /kg téxtil), ndo tratada e apenas indculo

Tempo de contacto (h) Teste UFC/mL
Amostra 1 Tratada 3,15E+05

Amostra 2 Tratada 3,60E+05

0 Amostra 3 Tratada 3,35E+05

Amostra ndo tratada 3,10E+05

Indculo 3,15E+05

Tempo de contacto (h) Teste UFC/mL
Amostra 1 Tratada 8,50E+03

Amostra 2 Tratada 8,00E+03

24 Amostra 3 Tratada 1,00E+04

Amostra ndo tratada 1,55E+05

Inoculo 1,75E+05

Analisando as restantes tabelas, verificaram-se 0 mesmo tipo de resultados.
Os resultados para o teste Bactericida Aditivo Maquina de Lavar, encontram-se
representados na Figura 25, em termos de % de reducdo bacteriana, para as trés

concentracdes testadas: 3, 4 e 5 g solucdo Si /kg téxtil.
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Figura 25- Percentagem de reducao da populacéo microbiana das amostras téxteis testadas (esterilizacdo das

amostras por exposicdo a radiacdo UV).

Em termos de percentagem de reducdo bacteriana, verificou-se uma reducdo de 78,9%,
82,8% e 97,4% para as amostras com 3, 4 e 5 g solucao Si /kg téxtil, respetivamente.

Constatou-se que, com o aumento da concentracdo de formulacao Si Bactericida Aditivo
Maquina de Lavar, ocorreu também um aumento do valor da percentagem de reducao
bacteriana, isto &, aumentou a eficacia antibacteriana do téxtil. Tal comportamento seria
expectavel, uma vez que, em tecidos de dimensdes idénticas, quanto maior for a concentracao
de agente antibacteriano maior a sua retencédo na fibra do téxtil e, consequentemente, maior a
sua acao bactericida.

Recorrendo a Tabela 7, verificou-se que em nenhuma das amostras ocorreu uma
reducdo bacteriana superior ou igual a 2 log, portanto, nenhuma delas apresentou uma eficacia
antibacteriana significativa.

A Smart Inovation apresenta atualmente resultados, em termos de percentagem de
reducao bacteriana, na ordem dos 94%, para uma amostra com 3 g solucédo Si/ kg téxtil. Este
teste foi realizado de acordo com o método ASTM £2149 e o microrganismo testado foi a £. coli
Confrontando estes resultados com os obtidos no presente projeto, verifica-se que para a mesma
concentracdo de formulacdo Si Bactericida Aditivo Maquina de Lavar, se obteve uma
percentagem de reducdo bastante inferior (cerca de 78,9%). Esta diferenca nos resultados pode
ter ocorrido devido a utilizacdo de uma estirpe de £. colidiferente ou até as diferentes condicoes

experimentais.
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Apesar do considerado acima, verificou-se um padrdo comportamental nos resultados
obtidos no decurso do projeto, ou seja, um aumento da concentracdo do principio ativo traduziu-
se num aumento da eficacia antibacteriana. A Smart Inovation apresenta, para a concentracao
de 3 g solucao Si /kg téxtil, uma % de reducdo bacteriana acima dos 90%. Desta forma, e
considerando o padrao comportamental referido acima, o aumento da concentracdo de principio
ativo poderia resultar num aumento da % de reducao bacteriana que se poderia enquadrar na
classificacao da Tabela 7.

Assim, conclui-se que seria interessante validar o teste para a concentracdo de 5 g

solucéo Si/ kg téxtil.
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4, Teste Bactericida Aditivo Tintas

0O teste Bactericida Aditivo Tintas foi, como referido no capitulo anterior, baseado na /SO
22196-2007 e realizado para testar a atividade antibacteriana de tintas contendo a formulacéo
Si Bactericida Aditivo Tintas e Vernizes em duas concentracdes diferentes: 3% 4% em massa.

Foram utilizados dois controlos negativos diferentes: placa de vidro sem tinta e sem
formulacdo Si (controlo negativo utilizado pela Smart Inovation por ser um material inerte,
possivel de ser descontaminado com etanol 70% (v/v), se necessario) e placa de madeira com
tinta de base aquosa mate néo tratada (isto é, sem a formulacdo Si Bactericida Aditivo Tintas e
Vernizes). Este ultimo controlo negativo foi seleccionado de modo a comparar o crescimento
bacteriano na madeira com tinta sem tratamento em relacdo ao do vidro.

Foi necessario, em primeiro lugar, efetuar o célculo do nimero de bactérias viaveis (M
nas placas de madeira com tinta de base aquosa mate contendo 3% e 4% em massa de Si
Bactericida Aditivo Tintas e Vernizes apos 24 h e do numero de bactérias viaveis (/M nos dois
controlos negativos as O h e 24 h, cujos valores se encontram representados na Tabela 15 e

detalhados nas tabelas do Anexo B.

Tabela 15- Célculo do nimero médio de bactérias viaveis (/V,...) em placas de madeira com tinta de base aquosa
mate contendo 3 % e 4% em massa de Si Bactericida Aditivo Tintas e Vernizes apés 24 h e nos dois controlos

negativosas O he 24 h

Amostra Tempo (h) N édio Desvio padrao
Placa de madeira com tinta nao tratada 0 2,39E+04 9,55E+02
Placa de madeira com tinta ndo tratada 24 5,69E+06 1,43E+05
Placa de vidro sem tinta 0 2,53E+04 2,25E+03
Placa de vidro sem tinta 24 6,83E+06 2,66E+05
Placa de madeira com tinta tratada (3% em massa) 24 10 0
Placa de madeira com tinta tratada (4% em massa) 24 10 0

Analisando a Tabela 15, constatou-se que as 0 h, em ambos os controlos negativos, se

verificou uma dimiuicdo da populacdo microbiana de 10° (concentracdo inicial) para 10¢

67



células/mL. Este facto pode ser explicado considerando que parte dessa populacdo microbiana
podera ter ficado retida no material (madeira e vidro). Apesar dessa reducdo, apos 24 h de
incubacao verificou-se um aumento da populacado bacteriana, o que indica que o material nao
teve influéncia no crescimento bacteriano. Em relacéo as placas com tinta contendo 3% e 4% em
massa de Si Bactericida Aditivo Tintas e Vernizes constatou-se que, apos 24 h nao se formaram
quaisquer colonias nas placas de Petri. Neste caso, a norma refere que se deve considerar o
numero de células viaveis como sendo igual ao volume de meio SCDLP adicionado a cada
amostra, para o calculo da atividade antibacteriana, /, assim considerou-se que o numero de
bactérias viaveis (M nas amostras tratadas seria 10.

Apods a determinacao do numero de bactérias viaveis nos controlos negativos e amostras
tratadas, foi necessario validar o teste, verificando se eram respeitadas as trés condicdes
presentes na /SO 22196-2007 (capitulo 4.6). Para o controlo negativo: placa de madeira com
tinta ndo tratada (sem a formulacao Si Bactericida Aditivo Tintas e Vernizes), obteve-se um valor,
para a condicdo 1, de 0,008, sendo inferior a 0,2. Para a condicao 2, obteve-se um N,.;, igual a
2,39 x 10¢células/cmz, enquadrando-se no intervalo de 6,2 x 10: a 2,5 x 10+ células/cms.
Relativamente a condicdo 3 obtiveram-se os valores para NI, N2 e N3de 5,66 x 10¢, 5,56 x 10¢
e 5,84 x 10 células/cm?, respetivamente, sendo estes valores superiores a 6,2 x 10!
células/cmz. Por outro lado, para o controlo negativo: placa de vidro sem tinta (sem formulacao
Si), obteve-se um valor, para a condicado 1, de 0,017 sendo este inferior a 0,2. Para a condicao
2, obteve-se um N, igual a 2,53 x 10+células/cm? enquadrando-se no intervalo de 6,2 x 10: a
2,5 x 10¢ células/cmz. Relativamente a condicdo 3 obtiveram-se os valores para NI, N2 e N3 de
6,94 x 10¢, 6,63 x 10c e 7,03 x 10¢células/cm?, respetivamente, sendo estes valores superiores
a 6,2 x 10t células/cmz. Os resultados obtidos indicaram a validacdo do teste para as trés
condicdes consideradas, para ambos os controlos negativos (Anexo C).

Por fim, determinou-se a atividade antibacteriana (A) para as duas concentracdes de
formulacdo Si Bactericida Aditivo Tintas e Vernizes testadas e considerando os dois controlos
negativos diferentes, cujos calculos se encontram explicitos no Anexo D. Os valores de A para

cada uma das concentracdes testadas encontram-se expostos na Tabela 16.
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Tabela 16- Valores da atividade antibacteriana, A, para as duas concentracdes de formulacéo Si Bactericida Aditivo

Tintas e Vernizes testadas

Formulacao Si (% em massa) Controlo negativo R
3 Placa de madeira com tinta nao tratada 5,75
Placa de vidro sem tinta 5,83
4 Placa de madeira com tinta nao tratada 5,75
Placa de vidro sem tinta 5,83

Adicionalmente, constatou-se que os valores de A sdo muito similares nas amostras com
a mesma concentracdo de principio ativo mas diferente controlo negativo, o que indica que
ambos podem ser utilizados, sendo, no futuro, mais pratico selecionar apenas um.

De acordo a norma JIS Z 2801:2010, Produtos antibacterianos - Teste para atividade e
eficdcia antibacteriana, um material apresenta atividade antibacteriana eficaz se apresentar um
valor de A igual ou superior a 2 (JIS, 2010). Assim, é possivel afirmar que ambas as tintas
(contendo 3% 4% em massa de formulacao Si Bactericida Aditivo Tintas e Vernizes) apresentam
eficacia antibacteriana eficaz.

Atualmente a Smart Inovation apresenta, para a concentracdo de 5% em massa de
formulacao Si Bactericida Aditivo Tintas e Vernizes, um valor de Rigual a 7,19 sendo o teste
baseado na mesma norma, /SO 22196-2007. Contudo, o microrganismo utilizado para o teste
foi a Alebsiella pneumoniae.

Conclui-se que seria vantajoso realizar de novo o teste com o microrganismo de
interesse para a empresa, Alebsiella pneumoniae, para as duas concentracbes mais baixas
testadas neste projeto (3% e 4% em massa), com a possibilidade de reduzir ainda mais a
concentracdo de formulacdo Si utilizada, pois os valores obtidos foram, ainda assim, bastante
elevados. Portanto, caso se verificasse uma atividade antimicrobiana eficaz para as duas
concentracdes mais baixas, a formulacao Si Bactericida Aditivo Tintas e Vernizes tornar-se-ia um

produto economicamente mais apelativo.
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IV- Conclusodes e Perspetivas de Trabalho Futuro

Neste ultimo capitulo é feita uma sintese das principais conclusdes retiradas durante a
elaboracao do projeto.
Adicionalmente, sdo também referidas algumas ideias/sugestdes para um possivel

trabalho futuro.
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1. Conclusoes

A realizacdo deste projeto teve como objetivo a otimizacdo da concentracao das

formulacdes Si, atualmente produzidas e aplicadas pela Smart Inovation, em dois tipos de

substratos distintos - téxteis e tintas (aplicadas em placas de madeira).

Os resultados obtidos nos quatro testes efetuados permitiram retirar as seguintes

conclusoes:
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=>» 0 teste Fungicida Téxtil pode ser validado para as amostras com 17,5 g solucédo Si/ kg

téxtil - 20 lavagens e 50 lavagens, com o fungo 7richophyton rubrum, uma vez que as
amostras testadas no presente trabalho com esta concentracdo apresentaram eficacia
antifungica (ainda que o fungo testado tenha sido diferente). Consequentemente, a
formulacao Si Pé de Atleta podera tornar-se um produto mais rentavel para a empresa,
uma vez que a eficacia ¢ a mesma. Como nao se verificou qualquer zona de inibicdo em

torno da amostra, 0 método utilizado podera nao ter sido o mais adequado.

O teste Bactericida Industrial Téxtil pode ser validado para as amostras téxteis com 24,5
g solucao Si/ kg téxtil - 20 e 50 lavagens, com a estirpe de £. coli selecionada pela
empresa. Embora isto impligue um aumento da concentracdo de formulacdo Si
atualmente comercializada pela empresa (21 g solucao Si/ kg téxtil), podera permitir a
obtencdo de uma maior eficacia antibacteriana dos téxteis funcionalizados (acima dos
95%). Assim, o produto Si Bactericida Industrial Téxtil podera apresentar uma melhor
classificacdo em termos de eficacia antibacteriana, tornando o produto economicamente

mais apelativo.

O teste Bactericida Aditivo Maquina de Lavar pode ser validado para uma amostra téxtil
funcionalizada com 5 g solucao Si /kg téxtil, com a estirpe de £. coli selecionada pela
empresa. No presente trabalho foram obtidos valores de reducdo bacteriana inferiores
aos obtidos pela empresa. Para uma concentracdo de 3 g solucao Si/ kg téxtil a Smart
Inovation apresenta uma % de reducao bacteriana acima dos 90% enquanto para a
mesma concentracdo de formulacdo Si se obteve, no presente trabalho, uma % de

reducdo bacteriana de 78,9%. Contudo, verificou-se que ocorreu um aumento da eficacia



antibacteriana com o aumento da concentracdo de principio ativo. Apesar de ser
necessario aumentar a concentracao de formulacdo Si (de 3 g solucao Si /kg téxtil para
5 g solucao Si /kg téxtil), esta podera enquadrar-se na classificacdo de agente
bactericida significativo ou até mesmo forte, o que garantiria a eficacia da amostra téxtil

funcionalizada.

=>» O teste Bactericida Aditivo Tintas pode ser validado em amostras contendo 3% e 4% em
massa de formulacao Si Bactericida Aditivo Tintas e Vernizes, com a bactéria Alebsiella
pneumoniae. Para estas concentracdes obtiveram-se 0s resultados expectaveis, uma vez
gue as amostras apresentaram uma atividade antibacteriana eficaz (#22). Deste modo,
seria possivel baixar a concentracao de principio ativo atualmente aplicado pela empresa
(5% em massa) sem alterar a eficacia antibacteriana das amostras, o que seria

economicamente vantajoso para a empresa.

Findo o estudo, conclui-se que ao longo do projeto foi possivel responder aos objetivos
inicialmente tracados. De um modo geral, todos os testes permitiram a obtencao de melhores
resultados em termos de reducdo da populacdo microbiana. Estes resultados poderdo ser
utilizados pela empresa para que se possam comercializar e aplicar as formulacées Si em
diferentes concentracdes, com o intuito de melhorar a eficacia antimicrobiana dos substratos

funcionalizados.

2. Perspetivas de Trabalho Futuro

Considerando que os testes Bactericida Industrial Téxtil, Bactericida Aditivo Maquina de
Lavar e Bactericida Aditivo Tintas foram apenas realizados com o microrganismo £. colj,
tratando-se esta de uma bactéria gram-negativa, seria interessante num trabalho futuro testar a
eficacia antibacteriana das amostras na presenca de uma bactéria gram-positiva, como a S.
aureus, de modo a estudar possiveis diferencas no comportamento das mesmas face a um
agente bactericida.

Seria também interessante efetuar um teste para determinacéo da atividade antifungica
de tintas, uma vez que no presente trabalho apenas se avaliou a atividade antibacteriana das

mesmas.
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Por fim, considerando que existem varios tipos de normas para classificacao de produtos
funcionalizados com agentes bactericidas e fungicidas seria interessante efetuar de novo os
testes utilizando diferentes normas, tanto quantitativas como qualitativas. Como exemplo, nos
testes de avaliacao da atividade antibacteriana em téxteis poderia ser utilizada a norma
quantitativa ASTM £2149 - Método de Teste Padrdo para a Determinacdo da Atividade
Antimicrobiana de Agentes Antimicrobianos Imobilizados sob Condicoes de Contacto Dindmicas

e paralelamente uma norma qualitativa como a AATCC 147 - Método das Estrias Paralelas.
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A. Avaliacao do crescimento de Aspergillus niger por analise

visual

A.1. Em amostras téxteis

Tabela 17- Esquema de avaliacao do crescimento de fungos nas amostras (adaptado de CT 4 (CITEVE), 2005)

Grau de
Avaliacao
crescimento

0 sem crescimento aparente mesmo visto com uma lupa (ampliacéo
50x)

) sem crescimento visivel, sem aparelho de ampliacao, mas claramente
visivel com uma lupa

) crescimento visivel sem aparelho de ampliacao, cobrindo até 25% da
amostra

3 crescimento visivel sem aparelho de ampliacao, cobrindo até 50% da
amostra

4 crescimento consideravel, cobrindo mais de 50% da amostra

5 crescimento forte, cobrindo toda a superficie da amostra

= Se 0 crescimento dos

fungos estiver total ou parcialmente suprimido na proximidade da

amostra, descrever e medir a distancia da zona de inibicao.
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A.2. Em meio agar (na zona de contacto com a amostra)

Tabela 18- Esquema de avaliacdo do crescimento de fungos no meio agar, na zona de contacto com a amostra

(adaptado de CT4 (CITEVE), 2005)

Grau de crescimento

Avaliacao

sem crescimento aparente mesmo visto com uma lupa (ampliacao

Oa
50x)

. sem crescimento visivel, sem aparelho de ampliacdo, mas
claramente visivel com uma lupa

) crescimento visivel sem aparelho de ampliacdo, intensidade até 25%
do controlo

3 crescimento visivel sem aparelho de ampliacéo, intensidade até 50%
do controlo

4 crescimento consideravel, intensidade mais de 50% do controlo

5 crescimento forte, intensidade igual a do controlo

= A inibicao significa “ndo crescimento” no agar em torno da amostra. A inibicdo incompleta

(crescimento reduzido) nao deve ser classificada como inibicao. Se o crescimento dos fungos no

agar estiver parcialmente suprimido perto da amostra, descrevé-lo.
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B. Determinacao do numero de bactérias viaveis, /N

B.1. Controlo negativo: placa de madeira com tinta nao tratada (sem a formulacao Si Bactericida

Aditivo Tintas e Vernizes)

Tabela 19- Calculo do numero de bactérias viaveis (M) em placas de madeira com tinta de base aquosa mate contendo 3 % e 4% em massa de Si Bactericida Aditivo Tintas e Vernizes apos

24 h e em placas de madeira com tinta nao tratada (sem a formulacao Si Bactericida Aditivo Tintas e Vernizes)

Amostra Tempo (h)| V; (células/cm?) N, (células/cm?) N3 (células/cm?)| Npeqo | Desvio padrao
Placa de madeira com tinta ndo tratada 0 2,41E+04 2,47E+04 2,28E+04 |2,39E+04| 9,55E+02
Placa de madeira com tinta nao tratada 24 5,66E+06 5,56E+06 584E+06  [5,69E+06| 1,43E+05
Placa de madeira com tinta tratada (3% em massa) 24 10 10 10 10 0
Placa de madeira com tinta tratada (4% em massa) 24 10 10 10 10 0

86



B.2. Controlo negativo: placa de vidro sem tinta (sem formulacao Si)

Tabela 20- Calculo do numero de bactérias viaveis (A) em placas de madeira com tinta de base aquosa mate contendo 3% e 4% em massa de Si Bactericida Aditivo Tintas e Vernizes apds

24 h e em placas de vidro sem tinta (sem formulacéo Si) as O he 24 h

Amostra Tempo (h) |V, (células/cmz) N, (células/cmz) N3 (células/cmz) N éa40 | Desvio padrao
Placa de vidro sem tinta 0 2,72E+04 2,59E+04 2,28E+04 2,53E+04( 2,25E+03
Placa de vidro sem tinta 24 6,94E+06 6,53E+06 7,03E+06 6,83E+06| 2,66E+05
Placa de madeira com tinta tratada (3% em massa) 24 10 10 10 10 0
Placa de madeira com tinta tratada (4% em massa) 24 10 10 10 10 0
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C. Validacao do teste Bactericida Aditivo Tintas

C.1. Controlo negativo: placa de madeira com tinta nao tratada

(sem a formulacao Si Bactericida Aditivo Tintas e Vernizes)

e (Condicao 1:

Lmax' Lm/'n <02

Lméd/o

Tabela 21- Validacdo da condicdo 1, para o controlo negativo: placa de madeira com tinta ndo tratada (sem a

formulacao Si Bactericida Aditivo Tintas e Vernizes)

Placa de madeira com tinta nao tratada

Tempo (h) Valor Valor
Nopaw  |2,4TE+04| L., 4,39

0 Nopin  |2,28E+04| L, 4,36

N o 12,39E+04| L s 4,38

[ Condicaon ] 0,008 | <0.2

e Condicao 2:

3 Células 4 Células

6,2 x 10

< Noedio < 2,5 x 10

cm? cm?

Tabela 22- Validacdo da condicdo 2, para o controlo negativo: placa de madeira com tinta nao tratada (sem a

formulacao Si Bactericida Aditivo Tintas e Vernizes)

Placa de madeira com tinta ndo tratada
Tempo (h) Valor

>6,2x10°
<2,5x10*

0 Nosso |2,39E+04
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e (Condicao 3:

Ne 6,2 x 10

| Células

cm?

Tabela 23- Validacdo da condicao 3, para o controlo negativo: placa de madeira com tinta néo tratada (sem a

formulacao Si Bactericida Aditivo Tintas e Vernizes)

Tempo (h) Valor
N;  |5,66E+06
24 N, |556E+06
N; |5,84E+06

Placa de madeira com tinta ndo tratada

>6,2x10"
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C.2. Controlo negativo: placa de vidro sem tinta (sem

formulacao Si)

e (Condicao 1:

Tabela 24- Validacdo da condicdo 1, para o controlo negativo: placa de vidro sem tinta (sem formulacéo Si)

Placa de vidro sem tinta

Tempo (h) Valor Valor
Nopo 12,72E+04 L, 4,43

0 N |2,28E+04| L., 4,36

N eao 12,53E+04| L peuio 4,40

[ Condieao ] 0017 | <0.2

e (Condicao 2:

3 Células 4 Células

6,2 x 10

< Nimedio < 2,5 x 10

cm? cm?

Tabela 25- Validacdo da condicdo 2, para o controlo negativo: placa de vidro sem tinta (sem formulacéo Si)

Placa de vidro sem tinta
Tempo (h) Valor

3
0 N psao |2,53E+04 26,2><1O4
<2,5x10
e Condicao 3:
A2 62 x 10 celulas
= X
, cm?
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Tabela 26- Validacao da condicéo 3. para o controlo negativo: placa de vidro sem tinta (sem formulacao Si)

Placa de vidro sem tinta

Tempo (h) Valor
N, 6,94E+06
24 N, 6,53E+06 | >6,2x10"
N 7,03E+06




D. Calculo da atividade antibacteriana, R

R=(U;- Up)- (Ar- Uy) = U A

D.1. Placa de madeira com tinta de base aquosa mate
contendo 3% e 4% em massa de Si Bactericida Aditivo Tintas e

Vernizes

D.1.1. Controlo negativo: placa de madeira com tinta nao tratada (sem

a formulacao Si Bactericida Aditivo Tintas e Vernizes)

Tabela 27- Determinacao da atividade antibacteriana, R, com o controlo negativo: placa de madeira com tinta ndo

tratada (sem a formulacédo Si Bactericida Aditivo Tintas e Vernizes)

Placa de madeira com tinta nao tratada

Tempo (h) N Valor Logi, U Desvio padrao
N, 5,66E+06 6,75
24 N, 5,56E+06 6,75 6,75 1,09E-02
N; 5,84E+06 6,77
Placa de madeira com tinta tratada (3% e 4% em massa)
Tempo (h) N Valor Log, A Desvio padrao
N, 10 1
24 N, 10 1 1 0
N; 10 1

| 575 |
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D.1.2. Controlo negativo: placa de vidro sem tinta (sem formulacao Si)

Tabela 28- Determinacao da atividade antibacteriana, A com o controlo negativo: placa de vidro sem tinta (sem

formulacao Si)

Placa de vidro sem tinta

Tempo (h) N Valor Log, U Desvio padrao
N, 6,94E+06 6,84
24 N, 6,53E+06 6,81 6,83 1,71E-02
N; 7,03E+06 6,85
Placa de madeira com tinta tratada (3% e 4% em massa)
Tempo (h) N Valor Log,, A Desvio padrao
N, 10 1
24 N, 10 1 1 0
N; 10 1

| 583 |
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