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RESUMO

Nas ultimas décadas tem-se assistido a importantes desenvolvimentos na area dos materiais
téxteis funcionais bem como na crescente aplicacdo biotecnolégica de nanoparticulas. Além
disso, nos dias de hoje, a principal preocupacdo neste tipo de materiais recai sobre a
durabilidade do agente antimicrobiano presente nos diferentes materiais téxteis. Assim, o
objetivo da presente dissertacao consistiu no estudo da eficacia e durabilidade de nanoparticulas
com diferentes agentes antimicrobianos, perdxido de hidrogénio e acido peracético, incorporadas

em materiais téxteis funcionais.

A fixacao das nanoparticulas contendo os diferentes agentes antimicrobianos foi feita recorrendo
a duas técnicas: esgotamento e pad-bafch. A eficacia da atividade antibacteriana dos materiais
téxteis funcionais foi realizada de acordo com a norma JIS L 1902:2008, em Staphylococcus
aureus e Klebsiella pneumoniae. Além do estudo da atividade antibacteriana, realizou-se a
caracterizacao das nanoparticulas e dos materiais téxteis funcionalizados por diferentes técnicas:
Espetroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), microscopia eletronica de
varrimento (SEM), microscopia eletrénica de transmissado (TEM) e dispersdo de luz dindmica
(DLS). De maneira a fazer um estudo comparativo entre a atividade antibacteriana e a presenca
do agente antimicrobiano, realizou-se a quantificacdo do principio ativo no material téxtil por
iodometria. Apos estes testes iniciais as amostras sofreram 20 lavagens e quer a atividade

antimicrobiana quer a quantificacdo do agente foram realizadas de novo.

Pela analise da atividade antimicrobiana dos materiais téxteis funcionais foi possivel verificar
uma taxa de reducao de 100 % nas amostras produzidas inicialmente. Estes resultados foram de
encontro com os obtidos pelas técnicas de caracterizacao utilizadas onde foi possivel verificar as
diferencas entre os materiais téxteis com e sem funcionalizacdo e a presenca quer das
nanoparticulas quer do agente ativo nos materiais téxteis. Os materiais téxteis obtidos apds as
varias lavagens apresentaram um decréscimo significativo na taxa de reducdo de
microrganismos em relacado a obtida inicialmente de acordo com os testes de atividade
antimicrobiana realizados. Esta analise foi comprovada com a quantificacdo do agente ativo onde

se verificaram menores concentracées do mesmo apds as lavagens.

Com este estudo foi possivel concluir que, embora os materiais téxteis apresentassem atividade

antimicrobiana, esta diminui ou desaparece apos lavagens.



Vi



ABSTRACT

In recent decades major developments were performed in the area of biofunctional textiles and
the application of nanoparticles in biotechnology is growing. Nowadays, the main concern in this
type of material is the durability of the antimicrobial agent incorporated on textiles. So, the
objective of the present work consisted on the study of the efficacy and durability of
nanoparticles, with different antimicrobial agents (hydrogen peroxide and peracetic acid)

incorporated into functional textiles.

The incorporation of nanoparticles containing different antimicrobial agents, on the textile, was
done using two techniques: exhaustion and pad-batch. The efficacy of the antibacterial activity of
the functionalized textile material was performed according to the JIS L 1902: 2008 standard,
using Staphylococcus aureus and Klebsiella pneumoniae. Besides the study of the antibacterial
activity, the characterization of nanoparticles and functionalized textile materials was done using
different techniques: Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), scanning electron
microscopy (SEM), transmission electron microscopy (TEM), and dynamic light scattering (DLS).
In order to make a comparative study between the antibacterial activity and the presence of the
antimicrobial agent, the quantification of the active ingredient in the textiles was done by
iodometry. After these tests the samples underwent 20 washes and the antimicrobial activity

tests and the quantification of the antimicrobial agent were repeated.

By analyzing the antimicrobial activity of the functional textiles it was observed a complete
reduction in the samples produced initially. These results were in agreement with the ones
obtained with the characterization techniques since it was possible to verify the differences
between the textile materials with and without functionalization and the presence of the
nanoparticles as well as of the active agent on the textile materials. The textile materials obtained
after several washes showed a significant decrease in the reduction rate of microorganisms
compared to the one obtained initially according to antimicrobial activity tests. This analysis was
confirmed by the lower concentration of the active agent obtained after washing by its

quantification.

With this study it was concluded that, although presenting some antimicrobial activity, the textiles

lost it after several washing steps.
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CAPITULO 1. INTRODUGAO

1.1. Organizacao da dissertacao

Esta dissertacao esta dividida em seis capitulos.

No presente capitulo é feito um enquadramento geral sob o tema a desenvolver.

No segundo capitulo, sdo delineados os objetivos principais deste trabalho e que foram seguidos

ao longo da investigacao.

No capitulo 3 é feita uma revisdo bibliografica dos varios temas abordados durante a dissertacao
como uma analise aos diferentes agentes antimicrobianos e a inclusdo destes em materiais

téxteis, assim como das técnicas utilizadas.

No capitulo 4 ¢é descrita toda a metodologia realizada na parte experimental desta dissertacao e

no penultimo capitulo sao analisados e discutidos os resultados obtidos.

O ultimo capitulo da tese diz respeito as conclusdes da dissertacdo, onde se encontram também

algumas sugestdes para trabalhos futuros.

1.2. Empresa em estudo

A empresa onde as amostras téxteis foram desenvolvidas e onde se realizou parte da sua
analise, a Success Gadget (Figura 1.1), sediada em Barcelos, € uma empresa que assenta o seu
trabalho em principios tecnologicos extremamente avancados e especializados aliado ao
processo de investigacdo e desenvolvimento. O seu foco principal é o de conceber e produzir
solucdes na area dos téxteis funcionais que promovam o conforto e bem-estar, assim como
minimizar ou resolver necessidades das pessoas de forma a contribuir para uma sociedade mais
saudavel. O seu foco assenta em duas solucdes principais: repeléncia de mosquitos, de longa
duracao, e solucdes antimicrobianas recarregaveis. Estas podem ser usadas no uso domeéstico
ou profissional em pecas de roupa ou em tintas, vernizes, etc. A tecnologia desenvolvida pela
empresa funciona como uma plataforma de transporte de principios ativos e permite desenvolver

produtos com varias funcionalidades e aplicadas em diferentes sectores e mercados.



SUCCESS
GADGET"

Figura 1.1. Logotipo da empresa Success Gadget.

Além de outras areas de investigacao, esta empresa utiliza a nanotecnologia na producao de
vestuario funcional e inteligente, fixando nanoparticulas que séo capazes de resistir ao longo do
tempo de vida do produto e aos seus ciclos de lavagem. A empresa trabalha em cooperacao
com varios institutos e laboratérios de renome como o Instituto de Higiene e Medicina Tropical
em Portugal, o Swiss Tropical and Public Health Institute da Suica e o Siri Life Science da india.
As suas solucbes aplicadas em produtos téxteis sdo feitas segundo a norma Oeko-Tex100 e
apresentam o menor grau de toxicidade em todas as categorias pela Agéncia de Protecao

Ambiental dos Estados Unidos (EPA).

Todo o processo de producao das diferentes nanoparticulas utilizadas ao longo deste trabalho foi

da responsabilidade da empresa.

1.3. Enquadramento

O vestuario esta associado ao homem desde a pré-historia havendo arquivos arqueoldgicos que
demonstram a producdo de vestuario pelo homem primitivo muito antes de plantar ou
domesticar animais. Os produtos téxteis acompanharam e acompanham a evolu¢cdo humana ao
longo de toda a sua existéncia sendo que atualmente cada pessoa consome cerca de 5 kg a
10 kg de produtos téxteis por ano. Antigamente os produtos téxteis serviam apenas como uma
protecdo das condicoes climatéricas adversas e para conforto fisiolégico. No entanto, nas ultimas
décadas, este setor tem feito avancos tecnolégicos na industria de maneira a diversificar-se da
concorréncia. Tém-se verificado assim novas tecnologias nas diferentes fases do processo de
fabrico de maneira a produzir materiais téxteis com propriedades acrescidas das demais. Esta
evolucao obriga a uma versatilidade de processos de maneira a conciliar o design necessario e

sustentabilidade ecoldgica a seguranca e funcionalidade nos novos produtos.

Essa inovacdo fez com que os produtos produzidos pelas empresas se diferenciassem de
maneira a consolidar e criar vantagens competitivas. Desta maneira, os consumidores tém vindo
a beneficiar com os novos produtos criados que podem oferecer utilidades a varios niveis. O

surgimento de téxteis funcionais fez com que se estabelecesse um novo caminho para 0s



produtos téxteis fazendo com que, por exemplo, diversas pecas de tecido possuissem
propriedades antimicrobianas e, consequentemente, elevadas performances em diversas
situacdes. No entanto, a funcionalizacao de materiais téxteis inovadores deve ser feita de modo a

ndo comprometer o toque, o aspeto e o conforto dos artigos téxteis.

A nanotecnologia, por exemplo, & uma das tecnologias que capacitou esta inovacao fazendo com
que a industria téxtil e a medicina caminhassem a par para o enriquecimento e utilizacao de
materiais téxteis com funcdo antimicrobiana. Este tipo de tecidos possui uma grande
importancia na dermatologia uma vez que os téxteis estdo em contacto com a pele, interagindo
de uma forma muita intensa com esta e com varios microorganismos (cutaneos). Estes
microrganismos sao responsaveis por inumeros problemas que levam a um impacto econémico
significativo em diversas areas, o que justifica o crescente interesse na investigacdo dedicada
aos téxteis funcionais uma vez que o objetivo destes téxteis ¢ o de funcionar como uma

estratégia preventiva para limitar a colonizacao e adesao microbiana.

Estatisticamente, os valores de mercado revelam uma taxa de crescimento de 4 % ao ano a nivel
mundial neste tipo de industria (téxteis funcionais). Os téxteis funcionais representam cerca de

20 % a 25 % das exportacdes do pais (Carvalho, 2013).

Os principais mercados sdo os da Unido Europeia, com destaque para a Espanha, Franca,
Alemanha e Reino Unido e os Estados Unidos da América. Atualmente, o objetivo é diversificar
os destinos de exportacdo também destes produtos, apostando sobretudo na Asia, na América

Latina e nos paises africanos de expressdo portuguesa (Carvalho, 2013).

A evolucdao dos téxteis continuara a acompanhar a evolucdo humana prevendo-se que a
utilizacdo de novos materiais téxteis funcionais continue a aumentar exponencialmente nos

proximos tempos.






CAPITULO 2. OBJETIVOS

A pertinéncia da realizacdo desta investigacdo prendeu-se na importancia da producdo de
materiais téxteis funcionais com atividade antimicrobiana. Assim, esta dissertacdo teve como
finalidade abordar os materiais téxteis funcionais, cujo ponto principal de inovacao neste campo
cientifico visa, nos dias de hoje, a obtencdo da maior durabilidade possivel da atividade

antimicrobiana dos mesmos.

O objetivo do presente trabalho consistiu no estudo da eficacia e durabilidade do efeito
antimicrobiano de materiais téxteis funcionais com nanoparticulas com diferentes agentes

antimicrobianos.

No ambito deste estudo, a investigacao centrou-se em algumas etapas principais:

— preparacdo de materiais téxteis funcionais por técnicas distintas, esgotamento e pad-
batch, contendo dois agentes antimicrobianos diferentes (peroxido de hidrogénio e acido

peracético);

— verificacdo da atividade antimicrobiana e caracterizacao dos diferentes materiais téxteis

funcionais;

— validacdo da durabilidade de acdo antimicrobiana dos materiais téxteis funcionais

através de testes de resisténcia a lavagem.






CAPITULO 3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. 0 algodao

Os tecidos podem ser feitos a partir de diversos materiais provenientes de quatro fontes
principais: animais (Id, seda), plantas (algodao, linho), minerais (amianto, fibra de vidro), e
sintética (nylon, poliéster, acrilico). O algodao, a mais importante das matérias-primas para a
indUstria téxtil, ¢ a forma mais pura de celulose disponivel na natureza. E uma fibra
esbranquicada obtida dos frutos de plantas do género Gossypium (Figura 3.1), familia
Malvaceae. O algoddo deve ser avaliado especificamente de acordo com o comprimento, a
uniformidade de comprimento, a resisténcia, o micronaire (uma medida da espessura e da
maturidade da fibra de algodao), a cor, a preparacao, a folha e as impurezas presentes na fibra

(Gordon, 2007).

Figura 3.1. Gossypium arboreum (Khartasia, 2015).

0 algoddo tem varias propriedades que fazem dele uma fibra desejavel tornando-se importante
para aplicacdes em téxteis funcionais como a sua alta resisténcia a tracdo, boa resisténcia a

abraséao, alta absorcao de humidade e rapida secagem.

A fibra de algodao apresenta uma estrutura de camadas multiplas cujas camadas tém
composicdes diferentes, ndo so6 nas diferentes estruturas como nos diferentes graus de
maturacao. A fibra de algodao contém 80 % a 90 % de celulose, onde os outros constituintes sao
polissacaridos nao celuldsicos que constituem até 10 % do peso total das fibras. As carateristicas
fisico-quimicas da celulose fazem com que o algodao, além da resisténcia e elasticidade, consiga
ter também afinidade a agua e permeabilidade. Os constituintes nao-celuldsicos consistem em

pectinas, gorduras e ceras, proteinas, corantes naturais, etc. Estes estdao principalmente



localizados na cuticula e no lumen e sao os principais responsaveis pelas carateristicas nao
absorventes. O algodao cru tem que passar por varios processos quimicos para obter
propriedades adequadas para o uso. Com a lavagem, as substancias nao-celuldsicas (cera de
pectina, hemicelulose, proteinas, etc) que circundam o nucleo de fibra de celulose s&o
removidos e, como resultado, as fibras tornam-se hidrofilicas e adequadas para o

branqueamento, tingimento e outros processamentos (Gordon, 2007).

3.2. Colonizacao bacteriana de materiais téxteis

Os microrganismos que se encontram principalmente na superficie do corpo humano, e

consequentemente nos materiais téxteis que sao aplicados a este, sdo bactérias e fungos.

As bactérias podem ser divididas em duas classes: as gram-positivas e as gram-negativas, de
acordo, com a presenca de uma ou duas membranas celulares, respetivamente. As
propriedades/eficacia antimicrobiana dos materiais téxteis deve ser testada para ambas. Neste
trabalho, utilizaram-se as bactérias Alebsiella pneumoniae e Staphylococcus aureus, uma vez

gue se tratam de uma bactéria gram-negativa e outra gram-positiva, respetivamente.

3.2.1. Klebsiella pneumoniae

A Alebsiella pneumoniae (Figura 3.2) € uma bactéria gram-negativa, do género Alebsiella e da
familia das Enterobactérias, encapsulada, anaerdbia facultativa em forma de bastonete, nao-
movel e que faz a fermentacao de lactose (Yu, 2015). Este organismo esta rodeado por uma
parede celular que aumenta a sua viruléncia, atuando como uma barreira fisica para evitar a

resposta imunitaria do hospedeiro (Yu, 2015).

Figura 3.2. Exemplo de colonias de A. pneumoniae em agar triptona de soja (TSA - Tryptic Soy Agar) (Hedetniemi,
2014).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Bact%C3%A9ria
https://pt.wikipedia.org/wiki/Gram-negativa

Embora seja encontrada na flora normal da boca, pele e intestino, esta bactéria pode provocar
alteracdes destrutivas (morte celular) nos pulmdes humanos se inalada. As infecdes por
Klebsiella acontecem principalmente em pessoas com um sistema imunitario comprometido
afetando na maioria das vezes, homens de meia-idade e idosos com doencas debilitantes.
Muitas destas infecdes sdo contraidas em ambiente hospitalar (infecdes nosocomiais). Uma vez
que as infecdes por Alebsiella estao relacionadas com varias doencas, e sendo considerada a A.
pneumoniae a estirpe mais importante, justifica o estudo de agentes antimicrobianos que sejam

eficazes contra esta bactéria (Yu, 2015).

3.2.2. Staphylococcus aureus

A Staphylococcus aureus (Figura 3.3) é uma bactéria gram-positiva do género Staphylococcus.

Figura 3.3. Exemplo de colénias de S. aureus em TSA (Hedetniemi, 2014).

Esta bactéria é frequentemente encontrada no trato respiratério e na pele do Homem, e embora
nem sempre seja patogénica, € uma causa comum de doencas respiratorias (sinusite), infecoes
cutaneas (furunculos) e intoxicacdes alimentares. As estirpes patogénicas promovem infecdes
por produzirem toxinas e expressarem proteinas de superficie celular que se ligam e inativam

anticorpos (Baron, 1996).

As infecbes por S. aureus podem-se propagar através do contacto com feridas infetadas,
contacto pele-a-pele e contacto com objetos como toalhas, lencois, roupas ou equipamentos
desportivos usados por uma pessoa infetada. O aparecimento de estirpes resistentes aos
antibioticos € um problema mundial em medicina clinica. Além disso, S. aureus é uma das cinco

causas mais comuns de infecdes nosocomiais e € muitas vezes a causa de infecoes de feridas



pos-cirurgicas fazendo com que, tal como a A. pneumoniae, crie um interesse na procura de

materiais téxteis funcionais com agentes antimicrobianos (Baron, 1996).

3.3. Compostos antimicrobianos nos materiais téxteis

A aplicacao de agentes antimicrobianos nos materiais téxteis remonta a antiguidade quando no
antigo Egito usavam ervas e especiarias para preservar as faixas de algodao que eram usadas no

processo de mumificacao (Fouda, 2011).

Os materiais téxteis para uso ao ar livre ou para uso hospitalar estdo constantemente expostos a
influéncia de bactérias e fungos, sendo de extrema importancia evitar a proliferacdo desses
mesmos microorganismos. A maior parte dos materiais téxteis atualmente utilizados em
hospitais e hotéis sdo transmissores de infecdes cruzadas. Isto deve-se ao facto deste tipo de
materiais, especialmente os materiais téxteis feitos a partir de fibras naturais, serem um
excelente ambiente para o crescimento microbiano, devido a sua grande area superficial e

capacidade para reter a humidade (Windler, Height, & Nowack, 2013).

Nos dias de hoje, varios compostos quimicos tém sido utilizados para conferir atividade
antimicrobiana aos téxteis. Os agentes antimicrobianos utilizados podem ter duas finalidades
diferentes de protecdo antimicrobiana, onde a protecdo pode ser a do utilizador contra
microrganismos patogénicos ou a protecdo do proprio téxtil contra odor/danos (mofo, bolor ou
podriddo) causados pelos microorganismos que os produzem. A colonizacdo bacteriana nao é
tao prejudicial para as fibras mas é a mais nociva para a saude humana e a que mais atencéo

centra para a producao de materiais téxteis com acabamentos antimicrobianos (Vieira, 2006).

Como consequéncia da sua importancia, o numero de diferentes agentes antimicrobianos
adequados para aplicacdes téxteis no mercado tem aumentado drasticamente. Estes agentes
antimicrobianos diferem na sua estrutura quimica, eficacia, método de aplicacao, resisténcia a

lavagem e influéncia sobre as pessoas e 0 meio ambiente, bem como custo. (Vieira, 2006).

Os agentes microbianos podem ter funcdo bactericida, bacteriostatica, fungicida e/ou
fungistatica. Os biocidas incluem agentes que matam as bactérias e os fungos enquanto os
bioestaticos inibem o crescimento dos microrganismos. O seu modo de acdo ¢

diretamente relacionado com a concentracao da substancia ativa. A concentracdo minima
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inibitoria (CMI) é a concentracdo minima necessaria para um agente antimicrobiano ter atividade
biostatica ao passo que a concentracao bactericida minima (CMB) é a concentracdo minima
para que este apresente atividade biocida (Andrews, 2006). A eficacia dos agentes
antimicrobianos depende diretamente da concentracdo, a qual ndo deve ser abaixo da CMI. No
entanto, processos como por exemplo as lavagens dos tecidos, podem causar uma reducao da
concentracdo da substancia ativa, podendo descer abaixo do limite, ndo sendo a CMI/CMB

alcancada (Raoult, 2013).

A velocidade com que o agente atua devera ser a mais rapida possivel dada a velocidade do
desenvolvimento dos microrganismos. Ainda assim, existem alguns materiais téxteis em que nao
¢ exigido uma velocidade alta de eliminacao dos microrganismos e onde a durabilidade do
agente microbiano no téxtil € mais importante, como é o caso das cortinas separadoras nos
hospitais. Nestes casos, além da durabilidade, é importante que o seu espetro de acao seja
elevado. Ja para outros materiais como batas cirurgicas, 0 seu espetro de atividade deve ser
elevado e a eliminacao dos microrganismos deve ser rapida. Nesta situacao, a durabilidade nao
€ 0 aspeto mais importante, uma vez que ap6s um curto espaco de tempo as batas terdo de ser
descartadas e os agentes terdo de voltar a ser aplicados (Purwar, 2004). Os agentes
antimicrobianos devem ainda ser facil de aplicacdo e ser compativeis com outros processos
quimicos envolvidos no acabamento téxtil, ser de baixo custo e ndo devem afetar negativamente
as fibras téxteis. Além disso, devem ser resistentes as condicées atmosféricas e possuirem
durabilidade as lavagens domésticas, lavagens a seco bem como na passagem a ferro (Purwar,

2004).

Os agentes antimicrobianos podem ser incluidos nos acabamentos que sdo quimicamente
ligados a superficie das fibras téxteis, onde atuam como uma barreira de controlo de
microrganismos e que entram em contacto com a superficie da fibra (Windler et al., 2013). A
ligacdo do agente a superficie téxtil pode ser assegurada covalentemente, se houver um nimero
suficiente de grupos reativos entre 0 agente e as fibras, e se o processo de aplicacao for
realizado sob condicées adequadas. Assim, quando se usam agentes antimicrobianos, o
mecanismo de ligacao quimica a superficie téxtil e as condicdes que iniciam ou catalisam a
reacao deve ser conhecida. Em termos de aplicacao industrial, além da eficacia e durabilidade, a
escolha de determinado acabamento antimicrobiano deve recair também no impacto do mesmo

no meio ambiente, salude e aspetos de seguranca da sua utilizacdo. A libertacao de agentes
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antimicrobianos para o ambiente pode ter impactos negativos sobre os organismos vivos,
podendo afetar bactérias sensiveis e, assim, potencialmente selecionar bactérias resistentes.
Dado o impacto que estes agentes antimicrobianos podem ter no ambiente, foi necessario
estabelecer alguns requisitos de maneira a que o funcionamento dos mesmos alie a eficacia e a
durabilidade a seguranca para o ambiente, bem como para o utilizador. Desta forma, devem ser

conhecidos os parametros exigidos pelas entidades reguladoras (Windler et al., 2013).

Tendo isto em consideracdo, muita investigacao tem-se centrado na sintese de novos agentes
antimicrobianos devido a sua necessidade de proteger e preservar as muitas aplicacdes téxteis e

a saude humana em diferentes areas, principalmente no setor hospitalar.

3.3.1. Incorporacao dos agentes antimicrobianos nos materiais

téxteis

Os métodos de introducado dos agentes antimicrobianos nos materiais téxteis podem dividir-se
em dois grupos podendo ocorrer durante o processo de fiacdo (pelo meio de fibras quimicas) ou

durante a fase de acabamento do tecido.

No primeiro grupo a introducdo do agente antimicrobiano é feito na matriz polimérica,
anteriormente ou simultaneamente a extrusdo da fibra, por processos como “melt spinning”,

“dry spinning” e “wet spinning” (Kiron, 2012).

No segundo grupo a aplicacao do composto antimicrobiano durante o acabamento dos tecidos e

fibras pode ser feito por um processo de esgotamento ou de impregnacao (pag-baitch).

No processo de esgotamento (Figura 3.4) o material téxtil fica em contacto permanente com a
solucdo que contém o agente antimicrobiano por um certo periodo de tempo, temperatura e

rotacao de maneira a promover a ligacao quimica por afinidade com a fibra.
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Figura 3.4. Processo de esgotamento.

Quando o agente é incorporado por pad-batch (Figura 3.5) o tecido passa por entre rolos
espremedores a uma determinada pressao e velocidade de passagem de maneira a garantir
uma penetracdo uniforme do agente antimicrobiano. Os materiais téxteis antimicrobianos que
sao obtidos por este método permitem o uso de uma vasta gama de compostos antimicrobianos
de rapida aplicacdo com um baixo custo no processo. O desempenho deste processo depende
da permanéncia do composto antimicrobiano no tecido que esta relacionado com a sua
solubilidade em agua aquando da lavagem. Para evitar a sua libertacdo sao geralmente

adicionadas substancias ligantes de maneira a aumentar a sua durabilidade no tecido.

©,
©

Banho contendo
\i/ as nanoparticulas
Tecido —> <. < com agente

antimicrobiano

Figura 3.5. Processo de pad-batch.

Estes métodos permitem obter materiais téxteis com propriedades antimicrobianas mas cuja
principal diferenca se encontra na durabilidade do agente antimicrobiano nos téxteis apos

sucessivas lavagens.

As tecnologias que permitem aumentar a permanéncia do agente antimicrobiano no tecido
podem ser divididas em trés grupos: libertacdo controlada, tratamento a superficie da fibra e

ligacao quimica a fibra (Vieira, 2006).
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A libertacdo controlada, cujo principal objetivo € manter a concentracdo do agente
antimicrobiano, € uma opcao viavel para as fibras sintéticas dado que os compostos podem ser

aplicados antes ou durante os processos de extrusao das fibras (Kiron, 2012).

Outro método, adsorcao a superficie da fibra, é feito por processos de troca idnica, onde séo
criadas ligacdes io6nicas entre os grupos funcionais do composto antimicrobiano e os locais
carregados ionicamente na fibra que podem também ser feitos por pad-batch com resinas

(Vieira, 2006).

Quando a ligacdo a fibra é feita quimicamente, ha a total imobilizacdo do agente antimicrobiano
e, portanto, o processo de inibicdo ocorre quando existe contacto do microrganismo com a
superficie do material téxtil. Este processo permite, obter uma durabilidade da atividade elevada

em fibras celulosicas como o algodao (Vieira, 2006).

Os agentes antimicrobianos ligados covalentemente sdo muito mais resistentes as lavagens, no
entanto, a durabilidade do agente a lavagem ndo garante a durabilidade da funcao
antimicrobiana. Esta ultima podera diminuir ou até mesmo acabar com a acumulacao de
sujidade ou com a formacao de complexos entre o acabamento e os diferentes detergentes que

possam ser usados durante as lavagens (Vieira, 2006).

Os agentes antimicrobianos, como foi descrito, podem ser misturados posteriormente com as
fibras de forma a obter-se um material antimicrobiano. Estes processos de acabamento
(esgotamento e pad-batch) embora permitam que o composto se difunda directamente para o
interior da fibra, apresentam algumas limitacdes quanto a durabilidade do agente
antimicrobiano. De maneira a tentar otimizar ambos os métodos e contornar este problema, a
incorporacao de nanoparticulas com o principio ativo antimicrobiano durante os processos de
acabamento das fibras permite uma duracao prolongada da atividade antimicrobiana, durante o
ciclo de vida do artigo téxtil, mesmo depois de varias lavagens. As nanoparticulas, além do seu
diametro caracteristico e elevada area superficial podem ter outras vantagens como maior
durabilidade, capacidade antimicrobiana e resisténcia a agua. Estas caracteristicas fazem das
nanoparticulas uma das melhores opc¢des para incorporacao do agente ativo em materiais téxteis

(Soares et al., 2004).

14



3.3.2. Exemplos de compostos antimicrobianos em materiais

téxteis funcionais

A adicdo de compostos antimicrobianos em téxteis tem sido o ponto principal de estudo na
producdo de téxteis funcionais. Uma vasta gama de compostos tem sido testada de maneira a
verificar quais apresentam as maiores vantagens a ser usados na producdo deste tipo de

materiais.
3.3.2.1. Perodxido de hidrogénio

O perdxido de hidrogénio (PH) ¢ um composto quimico com a férmula H,0, (Figura 3.6). Na sua
forma pura é um liquido incolor e ligeiramente mais viscoso do que a agua. Por razdes de
seguranca € habitualmente utilizado como uma solucdo aquosa e ¢ um oxidante forte que é
usado como agente de branqueamento e desinfetante. O PH puro, quando aquecido, pode
causar graves queimaduras sendo, por isso, muitas vezes utilizada uma solucéo diluida deste

mesmo composto (Service, 2002).

H H
\
O0—0O

Figura 3.6. Estrutura quimica do PH.

A acao antimicrobiana do PH n&o é devida as suas propriedades oxidativas como uma molécula,
mas principalmente na producao de outros produtos oxidantes como o radical hidroxilo (OH).
Estas espécies reativas de oxigénio causam danos irreversiveis a uma série de componentes
celulares, tais como enzimas, constituintes da membrana e de acido desoxirribonucleico (ADN).
O radical hidroxilo tem a maior importancia na toxicidade do PH. Quando em contacto com a
hélice de ADN, os radicais hidroxilo podem tanto adicionar bases de ADN como retirar atomos de
hidrogénio da hélice de ADN. Além disso os radicais hidroxilo também podem danificar
membrana celular gracas ao aumento da peroxidacdo lipidica (Schurman, Sumner, & Marcy,

2001).

O PH pode ser utilizado para a esterilizacdo de varias superficies, incluindo instrumentos
cirurgicos. Este composto tem uma eficacia de largo espetro contra virus, bactérias, leveduras e

esporos bacterianos. De um modo geral, verifica-se uma maior acao contra bactérias gram-
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positivas do que contra bactérias gram-negativas, no entanto, a presenca de catalase ou outras
peroxidases nestes organismos pode aumentar a sua tolerancia sendo necessarias
concentracdes mais elevadas de PH e tempos de contacto mais longos para terem uma funcao

bactericida (Service, 2002).

O PH ¢ visto como uma alternativa ambientalmente segura como agente antimicrobiano em
produtos téxteis. Historicamente, o PH sempre foi utilizado para a desinfecdo de feridas, por
causa do seu baixo custo e disponibilidade imediata, em comparacdo com outros antissépticos

(Assessment, 2005).

No entanto, novos estudos mostram que este composto pode retardar a cicatrizacao e levar a
formacdo de cicatrizes porque destroi células recém-formadas da pele. A maior desvantagem do
uso de PH como agente antimicrobiano em matérias téxteis recai sobre requerer um longo

tempo de contacto para ser eficaz contra microorganismos (Drosou, 2003).

3.3.2.2. Acido peracético

O acido peracético (PAA) é uma mistura de acido acético (CH,COOH) e perdxido de hidrogénio
(H,0,) em solucdo aquosa. E um composto quimico com a formula C,H,0,, ¢ um liquido claro,
incolor que tem um odor penetrante e é produzido por uma reacao entre o peroxido de

hidrogénio e acido acético (Figura 3.7) (Xue-bing, Ting, Yuie, & De-hua, 2008).

O
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Acido acético Peroxido de Hidrogénio Acido peracético Agua

0

Figura 3.7. Producao de PAA.

Os produtos da degradacédo de acido PAA sdo nao-toxicos e podem facilmente dissolver-se em
agua. O PAA é um poderoso oxidante e é utilizado principalmente na industria alimentar em que
¢ aplicado como um produto de limpeza e desinfetante (Guerreiro-Tanomaru, Morgental, Faria-

Junior, Berbert, & Tanomaru-Filho, 2011).

Desde 1950, o PAA tem sido aplicado para a remocao de bactérias e fungos em frutas e

legumes, sendo também utilizado para a desinfecao de agua. Atualmente, o acido peracético é

16



aplicado na desinfecao de material médico, de forma a evitar a formacao de biofilme, sendo
também usado como agente antimicrobiano na industria téxtil. O PAA é também utilizado em
torres de arrefecimento para desinfecao da agua evitando a formacao de biofilmes (Guerreiro-

Tanomaru et al., 2011)

O PAA oxida as membranas celulares sendo eficaz contra uma ampla variedade de
microorganismos patogénicos e também virus e esporos. O PAA é mais eficaz a uma
temperatura de 35 °C. A maior desvantagem do uso de PAA como agente antimicrobiano em

materiais téxteis recai sobre a irritabilidade que este composto pode causar a pele (Fate, 2010).

3.3.2.3. Outros compostos antimicrobianos

Além dos compostos anteriormente referidos, sdo comummente utilizados outros compostos

antimicrobianos em materiais téxteis funcionais.

Os compostos quaternarios de aménio (CQA) sdo compostos sao ativos contra um largo
espetro de microrganismos, tais como bactérias gram-positivas e gram-negativas, fungos e certos
tipos de virus. No entanto, apresentam uma melhor eficiéncia sobre as bactérias gram-positivas
do que sobre as gram-negativas (Shahidi & Wiener, 2012). A funcao antimicrobiana depende de
interacdes atrativas entre o grupo amonio dos CQA, carregado positivamente e a parede celular
dos microorganismos, carregada negativamente Estas interacbes promovem a interrupcdo de
todas as funcdes essenciais da membrana celular e, assim, a cessacao da atividade da bactéria

(Wakelyn, 1967).

As N-haloaminas sao compostos organicos heterociclicos que contém uma ou duas ligacoes
covalentes que se estabelecem entre o azoto (N) e o grupo halogenado, normalmente o cloro. As
N-haloaminas sao biocidas eficazes contra um largo espetro de bactérias, fungos e virus. As suas
propriedades antimicrobianas sdo baseadas na substituicdo electrofilica do Cl por um atomo de
hidrogénio na ligacdo N-H. Esta reacdo resulta na transferéncia de ides Cl- que se ligam a
regides aceitadoras dos microorganismos influenciando nos processos enzimaticos e
metabdlicos dos microrganismos e levando a destruicdo dos mesmos (Ranganath, 2011). As N-
haloaminas podem ser aplicadas a varias superficies téxteis incluindo celulose, poliamida e

fibras de poliéster. Os materiais téxteis contendo N-haloaminas decompdem-se quando expostos
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a radiacao ultravioleta o que acaba por ser uma grande desvantagem neste tipo de agentes

(Fouda, 2011).

O quitosano é um polissacarideo natural derivado da quitina, principalmente extraido da casca
de camardes e outros crustaceos marinhos. Quimicamente é designado por poli-(1,4)-2-amido-
desoxi-B-D-glucose. Além de apresentar atividade antimicrobiana contra uma variedade de
microorganismos, 0 quitosano tem a vantagem de nao ser toxico, e de ser biocompativel e
biodegradavel (Mahmoud Abbas, 2010). O quitosano pode ser adicionado aquando da producao
das fibras ou como um agente de acabamento para a modificacdo da superficie, principalmente
de fibras de celulose. O quitosano é carregado positivamente e a sua funcéo antimicrobiana
resulta da sua natureza policationica, que é causada pela protonacdo dos grupos amino na
posicao C-2. A sua funcao antimicrobiana ¢ muito semelhante a dos CQA, uma vez que que 0s
grupos amina ligam-se a superficie bacteriana (que é carregada negativamente), resultando na
quebra da membrana celular e no aumento da sua permeabilidade. O quitosano pode também
interagir com o ADN dos microrganismos, impedindo a sintese proteica (Shahidi & Wiener,

2012).

O triclosano, um fenol halogenado, é o biocida mais comumente utilizado e esta presente em
muitos dos produtos de cuidados de salde pessoal, detergentes e objetos domésticos, incluindo
téxteis e plasticos. O triclosano é muito eficaz contra uma vasta gama de microrganismos,
incluindo estirpes de bactérias resistentes a antibiodticos. O triclosano atua através de um
mecanismo de libertacao controlada. Devido ao seu uso generalizado e ao seu mecanismo, a
resisténcia microbiana a este agente antimicrobiano tem aumentado elevando os riscos a saude
publico (Davison & Maillard, 2010). Apesar da sua eficacia como agente antimicrobiano, o uso
do triclosano tem sido colocado em causa devido a sua toxicidade e a crescente resisténcia
microbiana a este composto que foi descrita anteriormente. Assim, o uso generalizado de
triclosano pode representar um risco potencial para a saude publica no que diz respeito ao
desenvolvimento de resisténcia aos antimicrobianos. Desta forma o uso do triclosano como

agente antimicrobiano em materiais téxteis tem sido evitado (Yazdankhabh, et al., 2006).

A prata, de simbolo quimico Ag, € um metal importante nos processos de fabrico e em muitos
produtos finais diferentes devido as suas propriedades Unicas como, por exemplo, o seu efeito
antimicrobiano. Uma vez que na sua forma metalica a prata é inerte, sdo usados sais de prata

tais como nitrato de prata (AgNO,). O mecanismo de accédo é feito pela ligacdo de ides Aga
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grupos tiol, presentes por exemplo em proteinas, que ira induzir a alteracéo e/ou inibicao da
sintese proteica e enzimatica das células microbianas o que podera resultar na inativacao
celular. O iao Ag' é também capaz de inibir a divisdo celular e destruir a parede celular dos
microrganismos bem como afetar os acidos nucleicos uma vez que a entrada de ides prata na
célula e a sua intercalacao entre os pares de bases de purina e pirimidina promovem a quebra
das ligacoes de hidrogénio entre as duas cadeias anti-paralelas e causam a desnaturacao das
moléculas de ADN. lIsto ira resultar na incapacidade do acido ribonucleico (ARN) se replicar

(Windler et al., 2013).

3.3.3. Mecanismo de acao

0 mecanismo de acdo, bem como o espetro de atividade, a durabilidade e a eficacia dos agentes
microbianos, deve ser adequado a funcdo a que este se ira destinar. A maior parte dos agentes
atua de forma intracelular, afetando proteinas e acidos nucleicos, inibindo a sintese dos mesmos
e impedindo a acdo enzimatica. Outros agentes antimicrobianos atuam no exterior da célula
promovendo a destruicdo ou reticulacdo da parede celular ou aumentando a sua

permeabilidade, originando a sua rutura (Schindler & Hauser, 2004).

Os compostos antimicrobianos podem ser classificados em dois grandes grupos quanto ao seu

mecanismo de acao.

No primeiro tipo de mecanismo de acao, denominado como “/eaching’, o agente antimicrobiano
é libertado na superficie ou no interior da fibra sendo bastante eficiente a superficie do mesmo
bem como no ambiente circundante. Ainda assim, como estes compostos saem da superficie da
fibra para serem aplicados para o exterior ird originar um consumo significativo do agente
diminuindo a eficacia e a durabilidade da sua atividade. Este tipo de acdo pode originar
mutacdes dos microrganismos dada a migracao para o exterior do composto e a sua interacéo
com varios tipos de micrébios que poderdo ganhar resisténcia a esse mesmo composto. Além
disso, existe um risco associado a absorcao do composto pela pele que podera afetar a flora
bacteriana que normalmente existe podendo causar algumas irritacdes ou alergias (Schindler &

Hauser, 2004).
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O segundo tipo de agentes antimicrobianos consiste em compostos que sdo quimicamente
ligados as superficies das fibras e fazem o controlo microbiano presente na superficie das fibras,
sem haver libertacdo ou migracao do composto para o ambiente circundante, tendo um tipo de
atividade nao-difusivo. Dada esta ligacdo quimica com as fibras os compostos ndo perdem tao
facilmente a sua eficacia, fornecendo um material téxtil que retém a funcionalidade do agente
durante quase todo o ciclo de vida. Este tipo de agentes sao menos absorvidos pela pele dado
que nado sao libertados para o exterior, ndo tendo efeitos prejudiciais para o utilizador (Matos,

2014).

3.3.4. Avaliacao da atividade antimicrobiana nos materiais téxteis

Os métodos de avaliacao da atividade antimicrobiana nos materiais téxteis sdo uma ferramenta
capaz de avaliar a eficacia e a eficiéncia da aplicacdo de determinado agente antimicrobiano.

Estes podem ser divididos em testes qualitativos e em testes quantitativos.

Este tipo de testes apenas avalia a eficacia antimicrobiana dos téxteis, sendo que antes de
serem comercializados estes tém que passar por testes de biocompatibilidade que envolvem trés

ensaios distintos: citotoxicidade, sensibilizacao e irritacao.

3.3.4.1. Testes qualitativos
Os testes de difusdo em agar sdo, normalmente, um tipo de ensaio preliminar para detetar a
presenca do acabamento antimicrobiano. Este tipo de testes estdo descritos nas seguintes
normas: Associacdo Americana de Quimicos Téxteis e Coloristas (AATCC - American Association
of Textile Chemists and Colorists) 147-2004, Normas industriais japonesas (JIS - Japanese
Industrial Standards) L 1902-2002 e Norma Suica (SN - Swiss Norm) 195920-1992. Nestas
normas é recomendado o uso das estirpes A. pneumoniae e S. aureus. Apesar de serem apenas
qualitativos, a sua simplicidade de execucao é bastante adequada para um grande numero de
amostras sobre as quais se quer verificar a presenca ou nao de atividade antimicrobiana. Nestes
testes, as células bacterianas sao inoculadas em meio solido sobre o qual as amostras téxteis
séo colocadas em contacto. A auséncia de crescimento a volta e debaixo da amostra de tecido
indica a presenca de atividade antimicrobiana. Se néao se verificar a formacéo de uma zona de

inibicdo (halo), é possivel também concluir que o agente antimicrobiano esta firmemente ligado
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ao tecido e dai impedir a sua difusdo no agar. Caso ocorra difusdo do agente antimicrobiano no
agar, formar-se-a uma zona de inibicao (Figura 3.8) em que o tamanho da mesma fornece uma
indicacao da atividade antimicrobiana, ou da taxa de libertacdo do agente (Pinho, Magalhéaes,

Henrigues, & Oliveira, 2011).

Figura 3.8. Tecido com atividade antimicrobiana visivel de acordo com a Norma JIS | 1902:2002 (Silver, 2009).

3.3.4.2. Testes quantitativos

Este tipo de testes podem ser executados seguindo as normas: AATCC 100-2004, JIS L
1902;2002 e SN 195924-1992. Nas normas referidas é recomendado o uso das estirpes
Klebsiella pneumoniae e Staphylococcus aureus. Estes métodos fornecem valores quantitativos
sobre o0 acabamento antimicrobiano, mas ao contrario dos testes qualitativos a sua execucao é
mais demorada. Normalmente este tipo de testes implica que um pequeno volume de indculo
seja totalmente absorvido pelas amostras de tecido, sem deixar qualquer liquido livre, o que ira
assegurar um contacto total entre o tecido e as bactérias. Depois de incubar os tecidos, o
numero total de células viaveis € determinado. A atividade antimicrobiana é expressa em termos
de percentagem de reducdo e inibicao dependendo da norma utilizada. Estes ensaios de
suspensdo sdo sempre realizados em condicdes artificiais que promovem o crescimento. Os
resultados produzidos por vezes resultam em taxas de reducdo acima dos 99 % o que indica
uma forte impressao da eficacia antimicrobiana. No entanto, durante o uso normal de um téxtil
com o agente antimicrobiano ndo se costuma verificar esse resultado. Para uma melhor
simulacdo de vida real, a norma JIS L 1902:2002 utiliza células bacterianas suspensas em meio

fortemente diluido para limitar os niveis de nutrientes (Pinho et al., 2011).
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3.4. Técnicas de caracterizacao fisico-quimica dos materiais téxteis

funcionais

Os materiais téxteis sdo concebidos para ter uma estrutura que confira ao produto final
propriedades carateristicas para uma ampla gama de aplicacdes. Apos a aplicacdo de um
agente antimicrobiano, ¢ de grande importancia compreender como se relaciona com as
propriedades do produto téxtil a nivel quimico. Para além das possiveis diferencas estruturais no
téxtil com o acabamento antimicrobiano € necessario ter conhecimento de qual a concentracao
do agente antimicrobiano presente no téxtil assim como a caracterizacao de outros componentes

gue possam estar no tecido como, por exemplo, nanoparticulas.

3.4.1 Espetroscopia de infravermelho com transformada de

Fourier

A espetroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR - Fourier transform infrared
spectroscopy) € uma técnica que é utilizada para obter um espetro de infravermelho de um
solido, liquido ou gas. Um espectrémetro FTIR recolhe simultaneamente dados espetrais de alta
resolucdo através de um espetro de vasta gama o que confere uma vantagem significativa sobre
um espectrometro de dispersdo que mede a intensidade ao longo de uma estreita faixa de
comprimentos de onda de cada vez (Shaikh & Agrawal, 2014). A energia infravermelha é emitida
a partir de uma fonte de corpo negro brilhante. Este feixe passa através de uma abertura que
controla a quantidade de energia apresentada a amostra. O feixe entra no interferémetro onde
tem lugar a "codificacdo espectral". Para fins de identificacdo qualitativos, o espetro &

comummente apresentado como transmitancia versus numero de onda (Figura 3.9)
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Figura 3.9. Espetro carateristico do algod&o obtido por FTIR (Chemistry, 2015).

Cada grupo funcional tem a sua vibracao carateristica fundamental que da origem a absorcao

em certas gamas de frequéncia do espetro. No entanto, varios grupos funcionais podem

absorver na mesma gama de frequéncia, e um grupo funcional pode ter picos de absorcao

carateristicos multiplos (figura 3.10) (Bykov, 2008).
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2014).
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Devido a gama de produtos quimicos, fibras diferentes exibem uma variedade de
comportamentos quimicos e fisicos onde a leitura da absorvancia entre 600 cm*e 4000 cm-
constitui o espetro de infravermelho para aquela molécula. Uma vez que cada molécula tem um
arranjo unico de atomos ligados, cada molécula absorve um diferente conjunto de frequéncias
infravermelhas resultando como uma impressao digital molecular. Assim, o conhecimento da
composicao quimica dos varios materiais téxteis com e sem funcionalizacdo pode ser facilmente

distinguida com FTIR (Shaikh & Agrawal, 2014).

3.4.2. Microscopia eletronica de transmissao

A microscopia eletronica de transmissdo (TEM - 7ransmission electron microscopy) ¢ uma
técnica de microscopia na qual um feixe de eletrdes é transmitido através de uma amostra. No
entanto, o seu principio € semelhante ao do microscopio 6tico. Para uma quantidade observavel
de eletrdes passar através da amostra, a preparacao da mesma deve ser bastante complexa de
maneira a ficar muito fina e ser possivel a sua leitura. A imagem é formada a partir da interacéo
do feixe de electroes com a amostra através das lentes do condensador. Os eletrdes defletidos e
ndo deflectidos sdo focados pela lente objetiva que dao origem a uma imagem intermédia. A
imagem é depois ampliada e focada por um dispositivo de imagem que permite captar imagens
com uma resolucao significativamente mais elevada do que microscopios oticos. I1sso permite
gue se consiga examinar detalhes como por exemplo uma simples coluna de atomos, que €
milhares de vezes menor do que o menor objeto visivel num microscopio de luz (Joshi,

Bhattacharyya, & Ali, 2008).

O TEM constitui um método importante de andlise numa grande variedade de campos
cientificos, sendo uma ferramenta de caracterizacdo vital para gerar imagens diretas de
estruturas, tais como nanoparticulas, uma vez que permite uma analise da distribuicao de
tamanho, bem como da morfologia. O TEM é amplamente utilizado na industria téxtil uma vez

que revela a distribuicdo e dispersdo de nanoparticulas em fibras téxteis (Joshi et al., 2008).
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3.4.3. Microscopia eletronica de varrimento

O microscopio eletrénico de varrimento (SEM - Scanning electron microscope) é um tipo de
microscopio eletrénico que produz imagens de uma amostra (Figura 3.11), usando um feixe
focalizado de eletrdes. A técnica baseia-se no varrimento de uma amostra com um feixe de

eletroes focado (Hafner & Hafner, 2007).

Figura 3.11. Imagem de fibras de algodao obtida por SEM (Silva, et al., 2015).

O SEM pode produzir muitas imagens de alta resolucdo, revelando pormenores de cerca de
1 nm a 5 nm de tamanho, no seu modo de detecao primario, ou seja, imagens de eletrdes

secundarios (Schneider, 2008).

A maioria das fibras téxteis, naturais e sintéticas, sdo polimeros organicos que tém alguma
estrutura morfologica carateristica com particularidades facilmente detetaveis. No caso das fibras
naturais tais como algodao e 13, esta estrutura é geneticamente determinada e pode ser por
influenciada pelas varias condicdes de crescimento enquanto as fibras sintéticas sao projetados
e desenvolvidos para uma estrutura pré-determinada. Estas carateristicas estruturais especiais
podem ser utilizadas para a identificacao de fibra, para a previsao das carateristicas da fibra, ou
para a determinacdo de alteracdes que ocorreram na fibra devido a uma reacao quimica ou
acabamento, ou de danos provocados por insetos, fungos, calor, desgaste, ou reacdes quimicas.
O estudo por SEM destas variacdes pode fornecer informacbes Uteis sobre a estrutura da
superficie. A estrutura da superficie de nanofibras, nanoparticulas e nanocapsulas pode também
ser visualizados através de SEM com grande clareza como imagens de alta resolucéo e é o
processo mais adequado para estudar materiais téxteis funcionalizados com nanoparticulas

(Joshi et al., 2008).
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3.4.4. Dispersao de luz dinamica

A dispersdo de luz dindmica (DLS - Dynamic light scattering é uma técnica que pode ser
utilizada para determinar o perfil da distribuicao de tamanho de pequenas particulas em
suspensao ou polimeros em solucao. Pode também ser utilizada para investigar o
comportamento de fluidos complexos, tais como solucdes concentradas de polimeros (Melro,

2011).

DLS é um método nao invasivo frequentemente usado para medir o tamanho de moléculas e
particulas tipicamente na regido dos submicron (Joshi et al., 2008). Esta técnica baseia-se na
medicdo da intensidade da luz dispersa pelas moléculas na amostra em funcdo do tempo. Ao
medir a flutuacdo da intensidade da luz dispersa causada pelo movimento das particulas
(movimento Browniano) é possivel obter a distribuicdo do didametro hidrodindmico das mesmas,
podendo fornecer informacdes sobre o tamanho médio, distribuicdo de tamanho,
polidispersibilidade de moléculas e particulas em solucao através desvio da luz dispersa para um

detetor que converte as intensidades médias (Martins, 2011).

As nanoparticulas de prata, titanio, silica e 6xido de zinco sao muitas vezes utilizadas em
materiais téxteis para se melhorar a funcionalidade desses mesmos téxteis. As nanoparticulas de
silica, por exemplo, podem ser estudadas usando a técnica de DLS. As nanoparticulas tém
tendéncia a aglomerar e, portanto, para obter o seu tamanho por DLS deve ser feita uma
preparacao de maneira a analisar a sua estabilidade e a promover a sua dispersao de modo a
conseguir medir o tamanho de cada uma, de maneira a fazer o seu estudo antes de aplicar aos

materiais téxteis (Sartor, 2003).

3.4.5. Potencial zeta

A analise do potencial zeta é uma técnica para determinar a carga superficial das nanoparticulas
em solucao. As nanoparticulas tém uma carga carga superficial que atrai uma fina camada de
ides de carga oposta a da superficie da nanoparticula. Esta dupla camada de ides viaja com a
nanoparticula uma vez que se difunde ao longo da solucdo. O potencial eléctrico no limite da
camada dupla é conhecido como o potencial zeta das nanoparticulas e tem valores que variam

tipicamente desde -100 mV a 100 mV (Bedé, 2010).
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A magnitude do potencial zeta esta intrinsecamente ligada com a estabilidade das nanoparticulas
sendo uma analise muito usada em estudos de estabilidade e adsorcao. Para valores de
potencial zeta maiores que 25 mV ou inferiores a -25 mV as nanoparticulas tém, normalmente,
um alto grau de estabilidade. Isto pode ser explicado pelo aumento das interacoes repulsivas a
medida que o potencial zeta aumenta que conduzird a formacdo de particulas mais estaveis

evitando a formacao de agregados (Martins, 2011).

Para a medicdo do potencial zeta ainda nao existe nenhuma técnica totalmente eficaz, no
entanto, este valor pode ser determinado por espalhamento de luz eletroforético (ELS -
Electrophoretic light scattering. Nesta técnica é feita a medicao da mobilidade eletroforética e é

calculado de seguida o potencial zeta (Weiner, Tscharnuter, & Fairhurst, 1993).
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CAPITULO 4. METODOLOGIA

4.1. Funcionalizacao dos materiais téxteis

Para a producdo dos materiais téxteis funcionais utilizou-se como base de todos os ensaios um
tecido 100 % algoddo branqueado. As nanoparticulas utilizadas ao longo do trabalho foram
nanoparticulas de silica ja funcionalizadas com os diferentes agentes antimicrobianas pela

empresa.

A funcionalizacdo antimicrobiana dos materiais téxteis (de algodao) foi realizada através de duas
técnicas diferentes utilizadas em acabamentos téxteis: esgotamento e pad-bafch (ou

impregnacao).

Numa primeira fase, foram testadas quatro amostras diferentes (Tabela 4.1). Em todas as
amostras preparam-se 0s banhos necessarios contendo 40 g/L de agente ligante fornecido pela
empresa, 5 g/L de Prote-pon KB e 5 g/L de Luprintol PE e 40 g/L de nanoparticulas de silica
(cuja concentracao de agente ativo no banho final equivale a representada na Tabela 4.1.) tendo-
se perfeito o volume de 150 mL dos banhos com agua destilada. O composto Prote-pon KB
(dlcool primario etoxilado) e o composto Luprintol PE (tensioactivo nao-idnico) foram usados
como agentes auxiliares no processo de acabamento de maneira a acelerar a molhagem,
melhorar a compatibilidade com os produtos e eliminar as sujidades de toda a natureza. Estes
banhos foram preparados de modo semelhante para ambos os métodos de acabamento a

serem analisados.

Os agentes ativos presentes em cada amostra, bem como a sua concentracao, encontram-se na
Tabela 4.1. O banho utilizado para a preparacao do controlo negativo 1 continha os compostos
Prote-pon KB, Luprintol PE, agente ligante e agua destilada nas mesmas
concentracdes/quantidades descritas anteriormente. Para a preparacdo do controlo negativo 2
utilizou-se um banho contendo agua destilada e nanoparticulas de silica sem qualquer agente

antimicrobiano.
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Tabela 4.1. Composicao dos banhos para as diferentes amostras

Concentracao do agente
Funcionalizacao

Amostras ativo no banho final (g/L)
Nanoparticulas 2
NPPH1
funcionalizadas com peroéxido
NPPH2 de hidrogénio (PH) 3
Nanoparticulas 2
NPPA1
funcionalizadas com acido
NPPA2 peracético (PAA) 3

Na primeira fase, as amostras preparadas por esgotamento (Mathis CH-8156) foram colocadas
em contacto com os diferentes banhos (Tabela 4.1) com uma razédo de banho (R. B.) de 1:10
(Peso do material (Kg):Volume do banho (L)) a pH 5. As amostras estiveram em contacto com as

diferentes solucdes durante 90 min a 40 °C e a uma frequéncia de rotacdo de 40 min-.

No processo por pad-batch os materiais téxteis foram impregnados nas diferentes solucoes
descritas na Tabela 4.1 a pH 5 e a temperatura ambiente. O processo foi realizado num
equipamento Mathis HVF-57401 a uma pressao de 4 bar com uma velocidade de 1 m/s tendo-
se feito passar o substrato téxtil apenas uma vez pelo rolo de impregnacao. A taxa de expressao

utilizada foi de 80 %.

No final de ambos os métodos os materiais téxteis foram secos na maquina de secar

INDESIT IS31V durante 30 min.

Apds os resultados obtidos da avaliacdo antimicrobiana e da quantificacdo do agente
antimicrobiana dos materiais téxteis funcionalizados preparados numa primeira fase tornou-se
necessario a preparacao de novas amostras com uma maior concentracdo de agente
antimicrobiano. Nestas novas amostras apenas foi utilizado o PH como agente antimicrobiano,

uma vez que houve dificuldades em quantificar o PAA.

Assim, numa segunda fase, foi testada a amostra NPPH3 tendo sido também adicionado um
controlo positivo (Tabela 4.2). Para ambas as amostras houve um aumento (indiscriminado) da
concentracdo do agente antimicrobiano (PH). Os banhos necessarios continham 40 g/L de

agente ligante fornecido pela empresa, 5 g/L de Prote-pon KB, 5 g/L de Luprintol PE e 40 g/L
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de nanoparticulas (cuja concentracdo de agente ativo no banho final equivale a representada na
Tabela 4.2.) para ambos os métodos, tendo-se perfeito o volume de 150 mL dos banhos com
agua destilada. O controlo positivo continha o agente antimicrobiano (PH) diretamente presente
no banho cuja concentracdo se encontra na Tabela 4.2. Neste conjunto de amostras, o controlo
negativo usado para avaliacdo da atividade antimicrobiana foi algoddo cru que se trata de
algodao onde nao foi realizado o processo de branqueamento tendo-se apenas utilizado o

controlo negativo 1 para comparacao por FTIR.

Tabela 4.2. Composicado dos banhos para as diferentes amostras apos aumento da concentracao de PH

Concentraciao de PH no
Funcionalizacao
Amostras banho final (g/L)

Controlo positivo PH 37.5

Nanoparticulas

37.5

NPPH3 funcionalizadas com PH

Nesta fase as amostras preparadas na aplicacdo por esgotamento (Mathis CH-8156) foram

realizadas nas mesmas condicOes descritas anteriormente.

No processo por pad-batch os materiais téxteis foram impregnados nas diferentes solucdes
descritas na Tabela 4.2 a pH 5 e a temperatura ambiente. O processo foi realizado num
equipamento Mathis HVF-57401 mas, ao contrario das condicdes descritas para as amostras
preparadas na primeira fase, o processo foi realizado a uma pressdo de 2 bar com uma
velocidade de 3 m/s e uma taxa de expressao de 95 %, tendo-se feito passar o substrato téxtil

duas vezes pelo rolo de impregnacao.

No final de ambos os métodos os materiais téxteis foram secos nas mesmas condicoes referidas

anteriormente.

4.2. Caracterizacao fisico-quimica

As propriedades de cada téxtil funcionalizado, bem como das nanoparticulas utilizadas, foram

estudadas por utilizacdo de diferentes técnicas com o objetivo de caraterizar o tamanho, a
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superficie, a forma e a polidispersao das nanoparticulas bem como a caracterizacao quimica e a

quantificacao do principio ativo no caso dos téxteis funcionalizados.

4.2.1. Caracterizacao do tamanho e estabilidade das

nanoparticulas

4.2.1.1. TEM

Para efetuar a microscopia eletronica de transmissao (TEM) foi necessario revestir-se a amostra
das nanoparticulas com carbono (material condutor) para evitar acumulacdo de carga na
superficie da amostra. Para tal, as amostras foram preparadas por deposicdo de uma gota de
solucao de particulas numa grelha de cobre e revestidas com carbono, deixando-se secar.
Depois de preparadas, colocaram-se as amostras no suporte do equipamento Nova NanoSEM

200 (Figura 4.1) e analisou-se o tamanho das nanoparticulas.

Figura 4.1. NanoSEM - FEI Nova 200 (FEG/SEM).

4.2.1.2. DLS/Potencial zeta

Esta técnica foi utilizada com a finalidade de efectuar a medicdo do tamanho e o potencial zeta
(¢) das nanoparticulas. A preparacao da amostra foi realizada contendo 0,1 % das nanoparticulas
utilizadas e 1 % de albumina de soro bovino (BSA - bovine serum albumin) num volume de
25 mL de agua ultra-pura tendo sido sonicada durante 20 min num suporte com gelo a uma
amplitude de 30 % com recurso ao equipamento Ultrasonic Processor da Cole-Parmer. Estas

medicdes foram efetuadas com recurso ao equipamento Zetasizer Nano ZS.
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4.2.2. Caracterizacao dos materiais téxteis funcionais

4.2.2.1. FTIR
Esta técnica foi utilizada para analisar os grupos funcionais na superficie, antes e depois do
acabamento. Para a preparacdo da amostra para a analise por FTIR, fragmentaram-se os
materiais téxteis com o auxilio de um moinho. Com o produto obtido nesse processo adicionou-
se KBr, bem seco, sendo a mistura depois prensada. Como resultado da prensagem obteve-se
uma pastilha, necessaria para a analise por FTIR, composta pela mistura descrita anteriormente.
As medicdes por FTIR foram realizadas & temperatura ambiente num dispositivo FT-IR IRAffinity-
1S, por transmitancia, com uma largura de banda entre 400 cm* e 4000 cm*. A resolucao
utilizada foi de 8 cme 60 varrimentos tendo-se obtido o espetro com o software LabSolutions IR.
Para avaliacdo dos materiais téxteis, no modo de reflectancia total atenuada (ATR - Affenuated
Tolal Reflectance), colocou-se a amostra de cada substrato téxtil no suporte do equipamento
utilizando-se uma largura da banda entre 400 cm* e 4000 cm-*. A resolucdo utilizada foi de
4 cmt, tendo-se efectuado 60 varrimentos, e tendo-se obtido o espetro com o software

LabSolutions IR.

4.2.2.2. SEM

Esta técnica foi utilizada com a finalidade de analisar a morfologia das amostras. A preparacéo
da amostra foi a mesma que a realizada para a caracterizacdo das nanoparticulas por TEM. As
amostras foram colocadas numa grelha de cobre e revestidas com carbono, deixando-se secar.
Depois de preparadas, colocaram-se as amostras no suporte do equipamento Nova

NanoSEM 200 e analisou-se a sua morfologia.
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4.3. Quantificacao do principio ativo
4.3.1. Titulacao do meio liquido por iodometria
4.3.1.1. Quantificacao do peroxido de hidrogénio

Para quantificacdo do peroxido de hidrogénio presente nos banhos iniciais e nos banhos finais,
realizou-se uma titulacdo por iodometria do meio liquido. A quantificacdo de PH no banho final
s6 foi possivel realizar para os materiais téxteis funcionalizados cujo acabamento antimicrobiano
foi efetuado por esgotamento, uma vez que, por este processo, ao contrario do processo por
pad-batch, é possivel reaproveitar o banho final apds 0 mesmo. Para a realizacdo desta técnica,
foi utilizado um protocolo adaptado, tendo sido feita inicialmente a pesagem de 10 mL do banho
a quantificar. De seguida adicionou-se aos 10mL de banho, 50 mL de agua destilada, 10 mL de
acido sulfurico (H,SO,) e 10 mL de iodeto de potassio (KI), bem como uma gota de molibdato de
amonio (catalisador). Apds a juncdo das solucdes descritas fez-se a titulacdo da amostra com
tiossulfato de sodio (Na,S,0,), registando-se o volume necessario até se verificar uma mudanca
de cor da amostra de amarelo acastanhado para incolor (Kingzett, 1880; Kolthoff, 1920). A
concentracdo de PH, em mg/L, foi feita de acordo com a equacdo 1, onde A representa o
volume medido inicialmente de Na,S,0, e B o volume final de Na,S,0, apds a titulacdo. O valor da
normalidade do Na,S,0, foi de 0.1 e a pesagem da amostra (do banho inicial de 10 mL) foi feita

em gramas.

(A-B)» Normalidade do Na, 5,0, = 1.7

10000 1
Peso da amostra * d

Concentracao de PH =

Apds a quantificacdo de PH no banho inicial e no banho final, para as amostras preparadas por
esgotamento, considerou-se que a concentracado de PH retida no material téxtil funcional seria a
diferenca entre os mesmos. Assim, o calculo da concentracdo de PH, em mg/L, no material

téxtil foi feito de acordo com a equacéao 2.

Concenfracdo de PH  _  (Concentracdo de PH _  Concentracio de PH 2
no material t&xtil funcional no banho inicial no banho final

34



4.3.1.2. Quantificacao do acido peracético

A quantificacdo do acido peracético presente nos banhos finais, tal como na quantificacao do
PH, so foi possivel quantificar o PAA no banho final para os materiais téxteis funcionalizados
preparados por esgotamento. A realizacdo desta técnica foi feita utilizando um A/ da empresa
LaMotte tendo-se seguido o protocolo presente no mesmo. Inicialmente foi feita a pesagem de
10 mL do banho a quantificar. Apds a pesagem, foram adicionados aos 10 mL de banho,
10 gotas de H,SO,, 1 gota de indicador de ferroina e 1 gota de Kl (a 20 %). Apos a adicao destes
compostos, verificando-se uma mudanca de cor do banho de incolor para castanho,
adicionaram-se gotas de titulante de PAA até se verificar a alteracdo da cor do banho para
laranja/cor-de-rosa. A concentracdo de PAA, em mg/L, foi feita multiplicando-se por 15 o
numero de gotas utilizado do titulante de PAA (LaMotte, 2015).

Este tipo de técnica ndo se revelou eficaz para o céalculo da concentracdo de de PAA uma vez
que o A/t utilizado nao se enquadrou na gama de concentracdes de PAA que foram utilizadas nos

materiais téxteis funcionais.

4.3.2. Titulacdo do material téxtil por iodometria

A quantificacdo do agente ativo (peréxido de hidrogénio) no substrato téxtil funcionalizado
realizou-se adicionando num gobelé 10 mL de H,SO, e 100 mL de agua destilada a 5 mg do
tecido a analisar. Apdés 10 min colocaram-se 10 mL de KI, no mesmo gobelé, mantendo-o
durante 20 min num local escuro. No fim desse tempo adicionou-se uma gota de molibdato de
amonio e titulou-se a amostra com tiossulfato de soédio registando o volume necessario para
ocorrer a mesma mudanca de cor descrita anteriormente (Kingzett, 1880; Kolthoff, 1920). O
célculo da concentracdo de PH, em mg/L, foi feito de acordo com a equacdo 1 descrita

anteriormente. Neste caso o peso da amostra, em gramas, foi o do material téxtil.

4.4. Avaliacao da atividade antimicrobiana

Este trabalho teve como objetivo a avaliacdo da atividade antimicrobiana de dois diferentes
agentes antimicrobianos distintos: PH e PAA. A avaliacdo da atividade antimicrobiana dos

materiais téxteis utilizados foi realizada de acordo com a norma JIS L 1902:2008.
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4.4.1. Microorganismos e condicoes de crescimento

Ao longo deste trabalho, foram utilizadas duas estirpes provenientes da colecado americana,
Klebsiella pneumoniae ATCC 11296 e Staphylococcus aureus ATCC 6538. Estas estirpes foram

selecionadas de acordo com a norma acima referida.

As culturas bacterianas foram crescidas em meio triptona de soja (TSB - 7Tnptic Soy Broth)
(Anexo Al), inoculando 0 meio com uma Unica colonia de cada estirpe e incubando 18 ha 37 °C
e frequéncia de rotacdo de 120 mint. Esse indculo foi usado nos ensaios subsequentes. A
composicao de todos os meios e solucdes usados ao longo deste trabalho encontra-se no Anexo

A

Todos os ensaios biolégicos foram realizados sob condicdes assépticas, utilizando material

estéril em camaras de fluxo laminar.

4.4.2, Determinacao das curvas de calibracao

De modo a ser possivel correlacionar a densidade ética (DO) com o numero de unidades
formadoras de coldénias (UFC) procedeu-se a construcdo de uma curva de calibracdo para cada
bactéria em estudo. Para tal, inocularam-se as bactérias tal como é explicado na seccao anterior.
Procedeu-se entdo a diversas diluicdes do inoculo em TSB Mediu-se a DO das diluicdes a
660 nm e garantiu-se que esta estava sempre entre 0.1 e 1. Para cada diluicdo do indculo
determinou-se o numero de UFC fazendo diluicdes de 1:10 em Tampao fosfato-salino (PBS -
Phosphate-Buffered Saline) 1X (Anexo A6). Estas colonias foram plagueadas em agar triptona de
soja (TSA - Tryptic Soy Agan) (1,5 %) (Anexo A2) e incubaram-se as placas durante 18 h a 24 h,
a 37 °C, no caso da bactéria Staphylococcus aureus e apos esse tempo procedeu-se a contagem
de colonias em placa. Para a bactéria Alebsiella pneumoniae, incubaram-se as placas a 37 °C,
no entanto, o seu crescimento foi acompanhado ao longo do tempo de incubacdo até ser
possivel essa mesma contagem. Com os valores de DO registados para cada diluicdo e o n° de

células por mL correspondentes a cada DO tracou-se a curva de calibracdo (Anexo B).
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4.4.3. Determinacao das CMI e CMB

De forma a conhecer a concentracdo dos agentes antimicrobianos a utilizar nos materiais téxteis
funcionalizados foi necessario determinar as CMI's e CMB’s dos agentes antimicrobianos
referidos anteriormente (peroxido de hidrogénio e acido peracético) para as bactérias em estudo.
Para tal, prepararam-se solucdes sfock dos agentes antimicrobianos e utilizando essas solucdes
realizou-se, em placas de 96 pocos, diluicdes de 1:2 em meio Mueller-Hinton (MHB - Mueller -
Hinton Broth) (Anexo A3). Com este processo, testaram-se varias concentracdes dos agentes
antimicrobianos numa gama entre 0.6 mg/L e 39550 mg/L. Com auxilio das curvas de
calibracdo, acertou-se a DO do ino6culo de modo a que a concentracdo celular fosse
aproximadamente 1x10e mL:. A solucdo anterior foi diluida de 1:100 em meio MHB, misturando-
se bem a amostra. Adicionou-se o in6culo nas placas com os agentes antimicrobianos a testar e
incubou-se 24 h a 37 °C. Apos o tempo de incubacdo, determinou-se a CMI analisando-se a
turbidez dos diferentes pocos. Para este ensaio foram feitos 2 controlos: controlo positivo
(in6culo + meio) e controlo negativo (meio). Para determinacao da CMB utilizaram-se as duas
concentracdes acima e as duas concentracdes abaixo da CMI determinadas em cada ensaio.
Apds se transferir o volume necessario de cada poco respondente a uma dessas concentracoes
utilizadas efectuaram-se sucessivas diluicdes usando a solucéo de soro fisioldgico (Anexo A4) de
maneira a ser possivel determinar as UFC em TSA (1,5 %). De seguinda incubaram-se as placas
a 37 °C durante 18 h a 24 h para S. aureus e aproximadamente 18 h para A. pneumoniae e
apos analise das placas determinou-se a CMB (Wiegand, et al., 2008). A CMB foi determinada
apos se verificar a partir de qual concentracdo se obteve uma taxa de reducdo bacteriana de
99,9 %. A taxa de reducado foi determinada de acordo com a equacdo 3, onde R representa a
taxa de reducdo em percentagem, C o numero de células imediatamente apos a inoculacdo e D

0 numero de células apos o tempo de incubacéo desejado.

R=100 =

(C-D)
C
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4.4.4, Determinacao da eficacia e atividade antibacteriana

de materiais téxteis

A avaliacao da eficacia antibacteriana dos diferentes materiais téxteis ao longo deste trabalho foi
baseada na norma JIS L 1902:2008. Este método foi concebido para testar a atividade

antimicrobiana dos materiais téxteis tratados com agentes antimicrobianos.

4.4.4.1 Método qualitativo

Para a realizacdo do método qualitativo (método do halo) de acordo com a norma JIS
L 1902:2008 fezse a preparacdo das amostras cortando-se o0s materiais téxteis com
2.8 cm x 2.8 cm. Seguidamente preparou-se, em meio TSB, um indculo com uma concentracao
celular de cerca de 5x10¢ mL:. Adicionou-se, em TSA (1,5 %) a aproximadamente 45 °C, o
indculo preparado anteriormente, e colocou-se 16 mL da suspensdo em cada placa de petri.
Depois da preparacao das placas, colocaram-se no centro da placa, com o auxilio de uma pinca,
as amostras de cada substrato téxtil em contacto com o meio, incubando as placas 18 h a 24 h
a 37 °C. Apds o tempo de incubacao registou-se fotograficamente a presenca ou auséncia de

atividade microbiana pela analise da zona (halo de inibicéo) a volta e por baixo de cada amostra.

4.4.4.2. Método quantitativo

Para a execucdo do método quantitativo (método de absorcdo) segundo a norma JIS L
1902:2008 foi feita a preparacdo das amostras pesando-se 0,4 g de cada substrato téxtil. As
amostras de controlo foram analisadas logo as O h e as 24 h, as amostras funcionalizadas
analisadas apenas as 24 h. Para preparacdo do indculo acertou-se a DO de modo a que a
concentracdo de células fosse entre 1x10: mL* a 3x10¢ mL'. De seguida adicionou-se 0,4 mL
desse indculo a 20 mL de TSB deixando-se incubar o mesmo durante 3h+ 1 ha 37 °C e
frequéncia de rotacdo de 120 min. Apos incubacéo a DO foi acertada diluindo o inoculo em
meio TSB 20x diluido em agua destilada de modo a obter-se uma concentracdo celular de
aproximadamente 1x10° mL* a 3x10° mL:. De seguida, inoculou-se 0,2 mL do indculo em varios
pontos da amostra e incubou-se durante 18 h a 24 h £ 1 h, a 37 °C. Para as amostras
analisadas no tempo O h adicionou-se a cada amostra 20 mL da solucao Physiological saline for
shake out (Anexo Ab), a temperatura ambiente, e vortexou-se durante 5 s e cinco vezes enquanto

para as outras amostras, apés o periodo de incubacao, adicionou-se 0 mesmo volume dessa
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mesma solucdo mas a uma temperatura de aproximadamente 4 °C. No final realizou-se a
quantificacao das UFC (Association, 2008). Apds a quantificacao das UFC calculou-se a taxa de

reducao de acordo com a equacao 3 descrita anteriormente.

4.4.5. Determinacido da eficacia e atividade antibacteriana dos

compostos Luprintol PE e Prote-pon KB

Para a determinacado de eficacia e atividade antibacteriana dos compostos Luprintol PE e Prote-
pon KB, preparou-se, em meio TSB, um in6culo com uma concentracdo celular de cerca de
5x10¢ mL:. Adicionou-se, em TSA (1,5 %) a aproximadamente 45 °C, o indculo preparado
anteriormente, e colocou-se 16 mL da suspensdo em cada placa de petri. Depois da preparacao
das placas, colocaram-se, com o auxilio de uma pinca, os discos de papel de filtro com
aproximadamente 5 mm de diametro esterilizados que foram embebidos no produto a analisar e
aplicados na placa com o inéculo. Em cada placa colocaram-se trés discos relativamente
equidistantes entre si contendo o mesmo produto. As placas foram incubadas a 18 ha 24 h a
37 °C e apds o tempo de incubacao registou-se fotograficamente a presenca ou auséncia de
atividade microbiana pela analise da zona (halo de inibicdo) a volta e por baixo de cada disco

(Vital, Reis, Garcia-Zapata, & Cunha, 2004).

4.5. Avaliacdao da durabilidade da atividade antimicrobiana dos

materiais téxteis funcionais

Para a avaliacdo da durabilidade da atividade antimicrobiana das amostras funcionalizadas

utilizaram-se ensaios de lavagem de acordo com a norma ISO105:C06 A2S.

Os ensaios de lavagem foram realizados num dispositivo mecanico apropriado de acordo com a
norma, contendo um eixo giratorio que suportou, radialmente, recipientes de aco inoxidavel
fechados hermeticamente com cada amostra. O movimento de rotacdo do conjunto formado
pelo eixo e pelos recipientes teve a frequéncia de 40 min+. Os recipientes de aco, além de cada
amostra dos materiais téxteis, continham um volume de banho de agua de 150 mL, 1 g/L de
perborato de sddio e 4 g/L de detergente AATCC - sem branqueador 6tico (WOB - without optical

brightener). Além disso, foram usadas 10 esferas de aco inoxidavel de 6 mm de diametro de
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maneira a simular o desgaste dos tecidos que acontece na realidade. Cada lavagem foi realizada
durante 30 min a 40 °C. Neste trabalho foram executadas 20 lavagens a cada amostra
preparando-se novos banhos de lavagem, com os compostos anteriormente referidos, no final de

cada lavagem.

De maneira a avaliar a perda do principio ativo a cada lavagem por parte dos materiais téxteis
funcionais foi realizada a quantificacao do principio ativo no final da 57, 10?, 15% e 20? lavagem.
A quantificacao do principio ativo foi feita procedendo-se a quantificacdo do banho que se obteve
no final das lavagens referidas. Essa quantificacdo foi realizada como descrita em 4.3.1.1. tendo-
se calculado a concentracdo do principio ativo de acordo com a equacdo 1 descrita nesse
capitulo. A quantificacdo do principio ativo no material téxtil, descrita em 4.3.2., foi feita no final
da 20? lavagem. A avaliacdo da atividade antimicrobiana das amostras funcionalizadas apds a

lavagem foi feita de acordo com a norma JIS L 1902:2008 descrita anteriormente em 4.4.4.
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CAPITULO 5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ

5.1. Determinacao das CMIl e da CMB

A primeira etapa deste trabalho consistiu na determinacdo da CMI e da CMB dos agentes
antimicrobianos testados, o peroxido de hidrogénio (PH) e o acido peracético (PAA). Para tal,
foram realizados cinco ensaios independentes de acordo com a metodologia descrita em 4.3.3,
fazendo-se uma analise da turbidez apds incubacao (Figura 5.1), bem como a quantificacdo da

viabilidade celular por determinacao de UFC.

Figura 5.1. Exemplo de uma placa utilizada no teste de microdiluicdo para determinacdo da CMI do PH para S.

aureus e K. pneumoniae.

Através da andlise da placa de 96 pocos considerou-se a CMI a concentracdo a partir da qual
ndo se verificou turbidez apos o tempo de incubacao. Por sua vez a CMB foi a concentracéo

minima a partir da qual houve uma reducdo de 99,9 % do inoculo (Tabela 5.1).

Tabela 5.1. Valores da CMI e CMB do PH e PAA para S. aureus e K. pneumoniae

S. aureus K. pneumoniae

Agente
CMI (mg/L) CMB (mg/L) CMI (mg/L) CMB (mg/L)
antimicrobiano
PH 39 39 19 39

PAA 77 77 77 77
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Analisando a Tabela 5.1, foi possivel verificar que os valores da CMI e CMB para o PH e o PAA
foram aproximadamente iguais tanto para S. aureus como A. pneumoniae, o que significa que é
necessaria uma concentracao aproximadamente igual de cada agente ativo para obter um efeito
inibitério ou bactericida nessas mesmas bactérias. Os resultados obtidos estiveram bastante
préximos dos reportados noutros trabalhos (Mazzola, Jozala, Novaes, Moriel, & Penna, 2009;
Ghotaslou, 2012). Assim, os valores de CMI e de CMB foram usados como valores de referéncia
para preparacdo dos téxteis funcionais de modo a garantir que a concentracdo presente fosse

inibitoria e/ou bactericida para as bactérias em questao.

5.2. Caracterizacao das nanoparticulas

Antes da caracterizacado dos téxteis, e uma vez que o principio ativo estava incorporado em
nanoparticulas de silica, estas foram caracterizadas fisicamente. Esta caracterizacéo foi feita por
visualizacdo em TEM, analise de distribuicdo de tamanhos (DLS) e carga elétrica (potencial zeta).
O sucesso da incorporacao destas nanoparticulas nos téxteis foi avaliado quimicamente (FTIR) e

visualmente por SEM.

5.2.1. TEM

Por TEM foi possivel visualizar a morfologia, tamanho e dispersdo das nanoparticulas cujos

resultados se encontram na Figura 5.2.

mag | HV | det |[mode| WD HFW mag 2\% det |mode| WD HFW 2um

4 ym ——— 2y
25000 15.0kV [ STEM | A+B |50 mm [11.9 pm SEMAT/UM NP 50000 x| 15.0kV | STEM | A+B 5.0 mm |5.97 um SEMAT/UM NP

Figura 5.2. Imagens de nanoparticulas de silica obtidas por TEM.
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As imagens obtidas por TEM, patentes na figura 5.2, mostram que as nanoparticulas de silica
apresentam uma morfologia definida, caraterizada por uma estrutura circular. O seu tamanho foi
determinado por uma contagem realizada pelo soffware utilizado para a visualizacdo das
imagens, obtendo-se um diametro médio de cerca de 174 nm. Por esta técnica foi ainda possivel
verificar a formacdo de alguns aglomerados das nanoparticulas. O tamanho destas

nanoparticulas foi confirmado por DLS.

5.2.2. DLS

A técnica DLS foi utilizada, uma vez que permite avaliar o tamanho médio das nanoparticulas.

Na distribuicao de tamanhos por intensidade foi possivel obter o grafico presente na Figura 5.3.

Intensidade (%) : : : h :

Didmetro (nm)

Figura 5.3. Distribuicdo do tamanho por intensidade.

A distribuicdo de tamanhos por intensidade obtida por DLS mostrou, em média, uma
monodispersao com um pico estreito com um tamanho de 188 nm de diametro (Figura 5.3).

Além disso, a partir da distribuicdo por nimero e por volume obtiveram-se valores de tamanhos
bastante proximos do obtido por intensidade. Este tipo de distribuicdo de tamanhos, executada

pelo DLS, deve ser interpretada cuidadosamente e ser apenas aceite se houver uma boa curva

de correlacao (fornecida pelo software), o que se verificou em todas as medicoes efetuadas.

Comparando os resultados obtidos pelas duas técnicas referidas, TEM e DLS, verificou-se que o
valor de tamanho médio das particulas foi semelhante. Os tamanhos obtidos encontram-se
acima dos tamanhos usualmente utilizados na producao de nanoparticulas (1 nm a 100 nm). No
entanto, uma vez que pode existir penetracdo na pele por parte das nanoparticulas para
tamanhos abaixo dos 100 nm, este tamanho é aconselhavel para o uso em materiais téxteis
funcionais que se encontram, normalmente, em contacto direto com a pele (Vollath, 2013;

Patzelt, Richter, Sterry, & Lademann, 2008).
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5.2.3. Potencial zeta

As medicoes do potencial zeta () foram realizadas de modo a determinar a estabilidade das

nanoparticulas de silica (Figura 5.4).
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Figura 5.4. Potencial { de nanoparticulas de silica.

Relativamente a carga superficial das nanoparticulas de silica, os resultados, médios, indicaram
que as nanoparticulas apresentam um potencial { de aproximadamente -42,2 + 1,14 mV, valor

ilustrado na figura 5.4.

A estabilidade estd geralmente associada a valores de potencial { maiores que +30 mV e
menores que -30 mv (Bedé, 2010; Martins, 2011). A medida que o potencial { aumenta, as
interacoes repulsivas serao maiores, o que conduzira a formacao de particulas mais estaveis
sendo determinante esta estabilidade para evitar a formacéo de agregados. Pela analise do valor
obtido para o potencial { foi possivel verificar que as nanoparticulas utilizadas sao estaveis dado

que o seu valor é menor do que -30 mV.
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5.3. Funcionalizacao e caracterizacao dos materiais téxteis funcionais
antes das lavagens

5.3.1. Primeira fase de amostras dos materiais téxteis funcionais

Numa primeira fase foram preparadas as amostras NPPH1, NPPH2, NPPA1 e NPPA2 cuja
concentracdo dos diferentes agentes ativos foi feita de acordo com os resultados obtidos da CMI
e CMB para S. aureus e K. pneumoniae (Tabela 5.1). Como controlos negativos foram utilizados
o controlo negativo 1 (algodao branqueado) e o controlo negativo 2 (algoddo branqueado com

nanoparticulas de silica sem o agente ativo).

5.3.1.1. Caracterizacao fisico-quimica dos materiais téxteis
funcionais

Para realizar a caracterizacdo quimica dos diferentes materiais téxteis funcionalizados

produzidos por esgotamento e pad-batch fez-se a analise dos mesmos por FTIR.

De maneira a verificar a influéncia das nanoparticulas nos materiais téxteis foi feita a
comparacao entre os controlos negativos utilizados. Na Figura 5.5 ¢ possivel verificar a diferenca
entre o controlo negativo 1 e 2, sem e com adicao de nanoparticulas de silica, sem qualquer

agente ativo.

O espetro obtido por FTIR permitiu verificar que nao existiram alteracdes significativas no que
respeita aos grupos funcionais entre o controlo negativo 1 e a amostra que continha as
nanoparticulas sem os diferentes agentes ativos mostrando que a presenca de nanoparticulas
nao causa alteracoes significativas a estrutura do téxtil. Além disso foi possivel verificar a
presenca de PH uma vez que se verifica alteracdes no numero de onda que corresponde aos
grupos hidroxilo referentes ao PH (3420 cm?). A presenca de PH no controlo negativo 1 e
controlo negativo 2 pode ser explicada uma vez que, aquando da producéo dos téxteis, estes

sofrerem um processo de branqueamento no qual se utiliza PH como agente branqueador.
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Figura 5.5. Espetro obtido por FTIR-ATR para o controlo negativo 1 (a preto) e para o controlo 2 (a vermelho). (a)

Materiais téxteis preparados por esgotamento; (b) Materiais téxteis preparados por pad-batch.

Por SEM foi possivel observar a superficie das fibras de algoddo funcionalizado (Figura 5.6).

Figura 5.6. Imagens SEM de materiais téxteis funcionais com nanoparticulas.

Pela analise da Figura 5.6 verificou-se a existéncia de nanoparticulas de silica na superficie das
fibras de algodao funcionalizado e, tal como por TEM, visualizou-se a aglomeracdo das

nanoparticulas, o que é corroborado por outros autores (Kan, Lam, & Yuen, 2012).
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5.3.1.2. Quantificacao do principio ativo

De maneira a determinar a concentracdo do principio ativo presente nas varias amostras
realizou-se a quantificacdo dos mesmos por iodometria. Dada a dificuldade em quantificar o
PAA, uma vez que o Ait utilizado (LaMotte, 2015) nao se mostrou eficaz, procedeu-se apenas a

quantificacdo dos materiais téxteis que continham PH.

Para as amostras produzidas por esgotamento esta quantificacdo realizou-se por dois métodos
diferentes, descritos em 4.3., quantificando a presenca do PH no banho final e no banho inicial e
quantificacdo de PH diretamente no material téxtil. Na analise dos banhos considerou-se que a
diferenca de concentracdes sera, teoricamente, a que ficou retida no material téxtil. Para os
materiais téxteis funcionalizados preparados por pad-batch apenas se realizou a quantificacdo do
material téxtil por iodometria uma vez que, como foi referido, ndo foi possivel reaproveitar o

banho final apds o processo.

Na Tabela 5.2 encontram-se as concentracdes de PH determinadas para as amostras utilizadas

na primeira fase deste trabalho.

Tabela 5.2. Concentracdo de PH nas diferentes amostras

Concentracao de PH
Concentracao de PH
Amostras calculada por diferenca

de banhos (mg/L)

no téxtil (mg/L)

Controlo negativo 1 0 260.34

Esgotamento NPPH1 139.75 308.60
NPPH2 38.14 303.66

Controlo negativo 1 - 173.55

Pad-batch NPPH1 - 180.31
NPPH2 - 180.37

Pela analise da Tabela 5.2, é possivel verificar que as amostras preparadas por pad-batch
retiveram uma concentracao bastante menor de PH dada a sua concentracao final no téxtil em

comparacao com as amostras preparadas por esgotamento. Esta diferenca de concentracdes
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finais pode ser explicada pelo maior tempo de contacto que existe entre os materiais téxteis e as
nanoparticulas quando o acabamento funcional é feito por esgotamento. Para além das
concentracdes de PH obtidas na Tabela 5.2. foi possivel quantificar a concentracao de PH nos
banhos iniciais (antes do processo de esgotamento e pad-bafch). Como resultado dessa
quantificacdo obteve-se uma concentracdo de PH de 955 mg/L para o banho inicial usado para
a amostra NPPH1 e de 1135 mg/L para NPPH2. Com estes resultados foi possivel verificar que
a concentracao final de PH nos materiais téxteis funcionalizados foi bastante inferior para ambas
as técnicas (esgotamento e pad-batch). Ainda assim, os valores de concentracdo de PH estavam
acima dos valores obtidos para a CMI e a CMB para ambas as bactérias. Analisando os valores
obtidos para a concentracao de PH pelos dois métodos de analise, foi possivel verificar que estes
foram bastante diferentes. Uma vez que os métodos utilizados sdo ambos para determinar a
concentracao de PH nas amostras seria expectavel uma maior semelhanca entre os mesmos.
Esta diferenca de concentracdes pode ser explicada pela acumulacdo de erros nas titulacoes
realizadas pelo método de calculo de determinacédo da concentracao de PH com base na

diferenca de banhos.

Nas amostras usadas como controlo negativo 1 preparadas por esgotamento e pad-batch, onde
havia apenas agua, encontraram-se concentracdes diferentes que ndo foram de acordo com o
esperado. Além dessa concentracdo de PH poder ter resultado do processo de branqueamento,
como ja foi referido, esta diferenca de concentracdes pode ser justificada pelo processo de
secagem em que as amostras NPPH1 e NPPH2, preparadas por esgotamento, estiveram em
contacto com o controlo negativo 1, também preparado por esgotamento, podendo assim ter
havido alguma passagem do agente antimicrobiano para este controlo. Esta explicacdo também
justifica os valores obtidos para o controlo negativo 1 preparado por pad-bafch, uma vez que no
processo de secagem esteve em contacto com as amostras NPPH1 e NPPH2, preparados por
pad-batch, podendo, mais uma vez, ter havido alguma passagem do agente antimicrobiano para
este controlo. Assim, a menor concentracdo de PH dos materiais téxteis funcionais preparados
por pad-batch (comparando com os preparados por esgotamento), justifica a menor
concentracdo do controlo negativo 1 preparado por pad-bafch em relacdo ao preparado por

esgotamento.
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5.3.1.3. Determinacao da eficacia e atividade antibacteriana
dos materiais téxteis funcionais

Tal como ja referido, numa primeira fase deste trabalho foram usadas as amostras NPPH1,

NPPH2, NPPA1 e NPPA2 descritas anteriormente no capitulo 4.1.

De forma a se proceder a avaliacao da atividade antimicrobiana dos materiais funcionalizados

recorreu-se aos métodos quantitativo e qualitativo da norma JIS L 1902:2008.

Usando o método qualitativo, foi possivel fazer uma andlise preliminar da atividade

antimicrobiana dos diferentes materiais téxteis (Figura 5.7.).

Figura 5.7. Amostras analisadas por JIS L 1902:2008. Ensaios feitos usando S. aureus. (a) Controlo negativo 1

produzido por esgotamento (b) NPPH2 produzida por esgotamento; (c) NPPA2 produzida por esgotamento.

Constata-se na Figura 5.7 que, analisando a zona debaixo do tecido (que estava colocado no
centro da placa) dos diferentes materiais téxteis, foi possivel verificar alguma atividade
antimicrobiana dado que se visualizou uma zona sem crescimento bacteriano. No entanto, a
zona de inibicao quase nao foi notdria, principalmente para as amostras que continham maior
concentracdo do agente antimicrobiano (NPPA2 e NPPH2). Para A. pneumoniae a andlise da
atividade antimicrobiana foi semelhante, verificando-se também uma atividade antimicrobiana

pouco notdria. Os resultados obtidos, fotograficamente, para A. pneumoniae sdo semelhantes
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aos de S. aureus, e portanto ndo foram aqui apresentados, apresentando-se assim na Tabela
5.3. a presenca ou auséncia de atividade antimicrobiana para ambas as bactérias e para todas

as amostras testadas.

Tabela 5.3. Amostras NPPH1, NPPH2, NPPA1, NPPA2 e controlo negativo 1 analisadas por JIS L 1902:2008 -
Método qualitativo. Ensaios feitos usando S. aureus e K. pneumoniae.(+) presenca de atividade antimicrobiana; (-)

auséncia de atividade antimicrobiana.

Amostras
Esgotamento Pad-batch
Controlo Controlo
Bactérias negatvo NPPH1 NPPH2 NPPAl NPPA2 negatvo NPPH1 NPPH2 NPPAl  NPPAL
1 1
S. aureus - - + - + - - - - _
KA
. - - + - + - - - - -
pneumoniae

Pela analise de todos os resultados, demonstrados na Tabela 5.3. foi possivel verificar que
apenas se verificou a presenca de atividade antimicrobiana para a amostra NPPH2 e NPPA2
preparadas por esgotamento enquanto para todas as outras amostras se verificou a auséncia de
atividade antimicrobiana que se pode dever ao material téxtil funcional, por vezes, nao estar em
contacto direto com a bactéria € a menor concentracdo de agente antimicrobiano nessas

amostras

Apds a realizacdo deste método foi efetuado o método quantitativo segundo a norma
anteriormente referida. A Figura 5.8 representa a taxa de reducdo média obtida para as varias
amostras testadas. Para calculo da taxa de reducdo, de acordo com a equacdo 3 descrita
anteriormente, recorreu-se a contagem do numero de UFC e posterior calculo do nimero de

células.

Pela analise da Figura 5.8 foi possivel constatar que todas as amostras apresentaram atividade
antimicrobiana, verificando-se que, em todos os ensaios os téxteis funcionalizados testados
obtiveram uma taxa de reducdo de 100 %. O controlo negativo 1 obteve em média, e para
ambos os métodos, uma taxa de reducdo de 70 % para S. aureus e de 100 % para A.
pneumoniae. Este resultado encontra-se ao contrario teoricamente esperado, dado que neste
material téxtil era esperado a auséncia de atividade antimicrobiana. No entanto, este resultado

pode ser explicado pelo facto de, como foi referido, aquando da producdo dos téxteis, estes
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sofrerem um processo de branqueamento no qual se utiliza PH como agente branqueador.
Assim, este resultado advém do facto de existir uma presenca de PH no controlo negativo 1,
resultando na atividade antimicrobiana verificada (SB, et al., 2013). Além disso, pelos resultados
obtidos pela quantificacdo do agente antimicrobiano, presentes na Tabela 5.2, & possivel
corroborar estes resultados uma vez que na quantificacdo de PH nos controlos utilizados se
verificou uma concentracao de PH acima da CMB para ambas as bactérias (39 mg/L). Com a
comparacao destes resultados foi possivel verificar que o valor mais correto a considerar seria o
obtido pela quantificacdo do PH no material téxtil, uma vez que se a amostra NPPH2 tivesse a
concentracdo de PH determinada pela quantificacdo por diferenca de banhos, nao deveria
apresentar uma taxa de reducéo de 100 % para nenhuma das bactérias. Apos a obtencdo destes
resultados foi realizada uma neutralizacdo das amostras com agua destilada. De seguida,
realizou-se novamente o método quantitativo segunda a norma JIS L 1902:2008 tendo-se obtido

uma taxa de reducdo de O % para todas as amostras (NPPH1, NPPH2, NPPA1, NPPA2 e

controlo negativo 1).
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Figura 5.8. Taxa de reducéo (%) para (a) S. aureuse (b) A. pneumoniae obtida por JIS L 1902:2008 — método
quantitativo para as diferentes amostras prepradas na primeira fase com ambos os agentes e para o controlo
negativo 1.
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Dados os resultados obtidos com a amostra de controlo negativo 1, decidiu-se testar a atividade
de todos os agentes utilizados no processo de funcionalizacdo dos materiais téxteis. Neste
processo utilizaram-se dois agentes auxiliares, nomeadamente Prote-pon KB e Luprintol PE, e

assim procedeu-se a realizacao do teste do halo com estes agentes (Figura 5.9).

Figura 5.9. Ensaios realizados com S. aureus. (a) Prote-pon KB; (b) Luprintol PE.

Analisando os resultados obtidos pelo método realizado foi possivel verificar, como demonstrado
na Figura 5.9, a presenca de atividade antimicrobiana do composto Prote-pon KB usado como
agente auxiliar. Por seu lado o composto Luprintol PE nao apresentou atividade antimicrobiana
para nenhuma das bactérias testadas (os resultados obtidos para A. pneumoniae sao
semelhantes aos de S. aureus, e portanto ndo foram aqui apresentados).

Além disso, de forma a avaliar se as nanoparticulas de silica, sem qualquer agente
antimicrobiano, teriam atividade antimicrobiana realizou-se 0 método qualitativo de acordo com a

norma JIS L 1902:2008 para o controlo negativo 2 (Figura 5.10).

Figura 5.10. Controlo negativo 2. Ensaio realizado com S. aureus.

Pela analise da Figura 5.10, foi possivel comprovar que as nanoparticulas de silica, por si so,
ndo tém qualquer atividade antimicrobiana, uma vez que nao se verificou qualquer diferenca em

toda a placa.
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5.3.2. Segunda fase de amostras dos materiais téxteis funcionais

Pela analise dos materiais téxteis funcionais preparados numa primeira fase (NPPHI1, NPPH2,
NPPA1 e NPPA?2), foi possivel verificar que a concentracao de PH quantificada, além de ter sido
relativamente igual a do controlo negativo 1 (algoddo branqueado), seria insuficiente para a
avaliacdo da durabilidade do efeito antimicrobiano dos mesmos. Além disso, pelo método
qualitativo ndo foi possivel verificar zonas notdrias de atividade antimicrobiana para nenhuma
das amostras. Assim, apds a analise dos resultados obtidos para as amostras anteriores para a
atividade antimicrobiana de acordo com o método qualitativo e quantitativo (antes e apos a
neutralizacao), aliado a sua quantificacdo de PH, tornou-se necessario aumentar a concentracdo
de agente ativo a reter no tecido de maneira a avaliar a eficacia e durabilidade das
nanoparticulas nos materiais téxteis funcionais. Face também a dificuldade em quantificar o PAA
anteriormente referida, resolveu-se apenas aumentar a concentracdo de PH nos novos materiais
téxteis funcionais que foram preparados por esgotamento e pad-batch.

Para tal, realizou-se a preparacao dos novos tecidos, referidos no capitulo 4.1: NPPH3 e controlo
positivo. Nestas amostras houve um aumento da concentracao do agente antimicrobiano em
relacdo as amostras utilizadas anteriormente. O controlo positivo utilizado foi realizado com a
mesma concentracdo de principio ativo inicial usada para a amostra NPPH3 mas o agente
antimicrobiano (PH) estava directamente presente no banho, ndo tendo sido utilizadas

nanoparticulas de silica.

5.3.2.1. Caracterizacao fisico-quimica dos materiais téxteis
funcionais
A caracterizacdo quimica das amostras preparadas numa segunda fase da investigacao foi

também realizada por FTIR.

Na Figura 5.11. encontram-se os resultados relativos ao estudo da influéncia da presenca do

agente ativo (comparacado do controlo negativo 1 e do controlo positivo).

Comparando o controlo negativo 1 com o controlo positivo, para ambos os métodos, foi possivel
observar um aumento da intensidade da banda (3420 cm<) que corresponde aos grupos
hidroxilo referentes ao PH e se deve a maior concentracao de PH. No caso do controlo positivo
verificaram-se ainda alteracdes significativas nas bandas relativa a ligacdes —CH no algodao

(1370-1385 cm?) (Coates, 2000). Pela analise da Figura 5.11. foi ainda possivel verificar que
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nao se registaram alteracdes significativas entre o controlo positivo preparado por esgotamento e

pad-batch relativamente aos grupos funcionais.

3600
FTIR Measurement cm-1

3600
FTIR Measurement cm-1

Figura 5.11. Espetro obtido por FTIR para o controlo negativo 1 (a preto) e controlo positivo (a vermelho). (a)
Materiais téxteis preparados por esgotamento; (b) Materiais téxteis preparados por pad-batch.

Na Figura 5.12 é possivel efetuar a comparacao entre a amostra do material téxtil funcionalizado

NPPH3 e o controlo negativo 1.

Tal como no espetro anterior, é possivel verificar, pela Figura 5.12, que no tecido com as
nanoparticulas contendo o PH foi possivel observar, mais uma vez, o aumento de intensidade na
banda (3420 cm*) que corresponde aos grupos hidroxilo (ligacao —OH). Além disso, verificam-se
também alteracoes em varias bandas correspondentes a ligacdes —CH (1370-1385 cm-) que se

formaram no material téxtil funcional (Coates, 2000).
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Figura 5.12. Espetro obtido por FTIR para o controlo negativo 1 (a preto) e a amostra NPPH3 (a vermelho). (a)

Materiais téxteis preparados por esgotamento; (b) Materiais téxteis preparados por pad-batch.

Pela Figura 5.13, foi possivel verificar comparar os espetros entre a amostra NPPH3 preparada

por esgotamento e pad-batch.
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Figura 5.13. Espetro obtido por FTIR para as amostras NPPH3 preparadas por pad-batch (a preto) e esgotamento

(a vermelho).

Comparando as amostras NPPH3 preparadas por esgotamento e pad-batch, pela Figura 5.13, é
possivel verificar que apesar da semelhanca no perfil das bandas carateristicas existe uma maior
intensidade em varias bandas no tecido preparado por esgotamento. Mais uma vez essa maior
intensidade de bandas foi principalmente visivel na banda (3420 cm®) que corresponde aos
grupos hidroxilo (ligacdo —OH) e a ligacbes —CH (1370-1385 cm-). Esta maior intensidade das
bandas nos tecidos preparados por esgotamento em relacdo aos preparados por pad-batch foi
também possivel verificar nos espetros obtidos para o controlo positivo (Coates, 2000). Esta

maior intensidade das bandas deve-se a uma maior retencéo do agente antimicrobiana pelos
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materiais téxteis preparados por esgotamento. Apesar da maior intensidade das bandas, nao se
verificaram alteracdes significativas entre a amostra NPPH3 preparada por esgotamento e pad-

batch relativamente aos grupos funcionais.

Verificando-se a funcionalizacao da amostra NPPH3 pelos resultados obtidos por FTIR e dado
que as amostras foram preparadas com o mesmo tipo de nanoparticulas de silica, nao se

revelou pertinente a caracterizacao fisica desta amostra por SEM.

5.3.2.3. Quantificacao do principio ativo

Para a determinacéo da concentracao do principio ativo presente nas varias amostras realizou-se

a quantificacdo dos mesmos por iodometria.

Na Tabela 5.4 encontram-se os valores de concentracao de PH nos materiais téxteis que foram

preparados na segunda fase deste trabalho, nomeadamente as amostras NPPH3.

Tabela 5.4. Concentracdo de PH nas diferentes amostras

Concentracao de PH
Concentracio de PH
Amostras calculada por diferenca de

no téxtil (mg/L)
banhos (mg/L)

Controlo positivo 3208.78 6578.60
Esgotamento
NPPH3 5900.64 5394.17
Controlo positivo - 2024.78
Pad-batch
NPPH3 - 1938.73

Nos novos materiais téxteis que foram preparados, NPPH3, foi possivel verificar pela Tabela 5.4
que a concentracao final de PH nos mesmos foi superior, em relacao as amostras anteriores. Tal
como ja referido, nas amostras produzidas por esgotamento, além de ser possivel quantificar a
concentracdo final de PH no téxtil, quantificou-se também a concentracdo de PH por diferenca
de banhos, entre o banho inicial e final. Como resultado desses métodos foi possivel verificar
que para a amostra NPPH3, cujo acabamento foi feito por esgotamento, as concentracdes de PH
que foram determinadas pelos dois métodos de avaliacdo foram bastante semelhantes, ao

contrario da quantificacdo para o controlo positivo. Esta diferenca de concentracdes obtidas para
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0 controlo positivo pode-se ter devido, tal como aconteceu anteriormente, a erros nas titulacdes

realizadas quando se quantificou a concentracao de PH calculada por diferenca de banhos.

Tal como se verificou pela analise da Tabela 5.2, também nos resultados verificados na Tabela
5.4 verificou-se uma maior concentracdo de PH nas amostras preparadas por esgotamento,
havendo uma maior retencao do agente antimicrobiano nos materiais téxteis cujo acabamento
foi realizado por esta técnica. A maior retencdo das nanoparticulas, e consequentemente do
agente antimicrobiano, pode ser explicada, mais uma vez, pelo maior tempo de contacto entre a

fibra e as nanoparticulas quando a funcionalizacdo é realizada por esgotamento.

5.3.2.3. Determinacao da eficacia e atividade antibacteriana
dos materiais téxteis funcionais

De maneira a fazer uma avaliacdo preliminar da atividade antimicrobiana das amostras

preparadas numa segunda fase realizou-se o método qualitativo segundo a norma JIS L

1902:2008 cujos resultados se encontram na Figura 5.14.

Figura 5.14. Amostras produzidas por esgotamento analisadas por JIS L 1902:2008. Ensaios realizados usando

(1) S. aureus, () K. pneumoniae. (a) Controlo negativo; (b) Controlo positivo; (c) NPPH3.

Pela analise da Figura 5.14 verificou-se, comparativamente com a Figura 5.7, um aumento da

atividade antimicrobiana dado que na zona onde se encontrava o tecido ndo se verificou
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crescimento microbiano. Para o tecido usado como controlo positivo (Figura 5.14. (b)), descrito
anteriormente, preparado por esgotamento foi ainda possivel verificar a presenca de halo de
aproximadamente 5 mm. Esta presenca de zona de inibicao de crescimento, e em alguns casos
a presenca de halo, indicou uma maior atividade antimicrobiana que foi corroborada por uma
maior concentracdo de PH que foi determinada anteriormente. Comparando o controlo positivo
com a amostra NPPH3, foi possivel verificar que ambas tiveram uma zona de atividade
antimicrobiana na zona em que se colocou o material téxtil tendo-se, ainda assim, notado uma
maior atividade antimicrobiana para o controlo positivo que pode ser explicada, como foi dito
anteriormente, por uma maior concentracao de PH nessa amostra.

Os resultados demonstrados, fotograficamente, para as amostras por pad-bafch para A.
pneumoniae sao semelhantes aos de S. aureus, e portanto ndo foram aqui apresentados,
apresentando-se assim na Tabela 5.5. a presenca ou auséncia de atividade antimicrobiana para

ambas as bactérias e para todas as amostras testadas.

Tabela 5.5. Amostras NPPH3, controlo positivo e controlo negativo analisadas por JIS L 1902:2008 - Método
qualitativo. Ensaios feitos usando S. aureus e K. pneumoniae.(+) presenca de atividade antimicrobiana; (-) auséncia

de atividade antimicrobiana.

Amostras
Esgotamento Pad-batch
Bactérias Contrglo Conf[r_olo NPPH3 Contrglo Conf[r.olo NPPH3
negativo positivo negativo positivo
S. aureus - + + - + +
K. pneumoniae - + + - + +

Pela analise dos resultados na Tabela 5.5. foi possivel verificar-se a presenca de atividade
antimicrobiana na amostras NPPH3 e no controlo positivo e auséncia de atividade
antimicrobiana para o controlo negativo tanto para esgotamento e pad-batch. Estes resultados
vao de acordo com os valores de quantificacao de PH obtidos para estas amostras uma vez que
para a amostra NPPH3 e para o controlo positivo esse valor encontrava-se acima da CMB para
ambas as bactérias (39 mg/L) e no caso do controlo negativo esse valor encontrava-se abaixo da
CMB (0 mg/L de PH no algodao cru).

As taxas de reducao obtidas pela realizacdo do método quantitativo de acordo com a norma JIS

L 1902:2008 encontram-se na Figura 5.15.
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Figura 5.15. Taxa de reducao (%) obtida por JIS L 1902:2008 - método quantitativo para as diferentes amostras.

(a) S. aureus e (b) K. pneumoniae.

Pela analise dos resultados da Figura 5.15, verificou-se uma taxa de reducao de 100 % para a
amostra NPPH3 e para o controlo positivo, preparados por esgotamento e pad-batch, para
ambas as bactérias. Estes resultados corroboraram os resultados obtidos pelo método qualitativo
realizado de acordo com a mesma norma. Estes resultados vao de acordo com o esperado uma
vez que, como foi dito anteriormente, a concentracao de PH nestes tecidos era maior que a CMB

das duas bactérias.
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5.4. Avaliacao da eficacia e durabilidade da atividade antimicrobiana dos
materiais téxteis funcionais apos as lavagens

O principal objectivo deste trabalho foi a avaliacdo do efeito das lavagens na atividade
antimicrobiana dos materiais téxteis funcionalizados. Para tal, efetuaram-se vinte ensaios de
lavagem segundo a norma ISO 105:C06 A2S, tendo-se quantificado a concentracdo de PH e
verificado a atividade antimicrobiana das amostras (controlo negativo 1, controlo positivo e
NPPH3) apds as 20 lavagens realizadas. Tendo em conta os resultados obtidos anteriormente,
foi selecionada a amostra NPPH3 para efetuar a analise da eficacia e durabilidade do material

téxtil funcional referido.

5.4.1. Quantificacao do principio ativo nos materiais téxteis
funcionais apods as lavagens
De maneira a se verificar a influéncia das lavagens na eficacia e durabilidade das nanoparticulas,
quantificou-se o PH no banho final aquando da 5%, 10%, 15% e 20° lavagem (Tabela 5.6). Apesar
de terem sido efetuadas as 20 lavagens no controlo negativo 1 nao foi feita a sua quantificacao

de PH tendo em conta a baixa concentracao que foi obtida anteriormente.

Tabela 5.6. Concentracdo média de PH apds as diferentes lavagens dos téxteis antimicrobianos produzidos pelos

dois métodos (esgotamento e pad-batch)

Quantificacao média de PH a cada lavagem (mg/L)

Amostras 52 lavagem 102 lavagem 152 lavagem 202 lavagem
(;f’”?tr.o'o 1493 +650 13.47+1074 1532+483 829 +2.45
Esgotamento ositivo
NPPH3 1748 +541 21.07+1392 1158+056 881 +4.89
(;O”Ftr.o'o 201+1048  3.14+4.05 0 232+ 481
Pad-batch OSTVO
NPPH3  089+6.86  8.04+7.62 0 0

Pela analise dos valores presentes na Tabela 5.6. é possivel verificar que para as amostras
preparadas (controlo positivo e NPPH3) por esgotamento verificou-se que, tendo em conta o
desvio padrao, houve uma perda idéntica na 5%, 10% e 15° lavagem ao contrario das amostras
preparadas por pad-batch. Esta diferenca pode ser explicada pela maior concentracao de PH nas

primeiras amostras (controlo positivo e NPPH preparadas por esgotamento), levando a uma
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constante reducéo do PH a cada lavagem enquanto nas amostras por pad-pafch a maior parte
do agente antimicrobiano tera sido retirado do material téxtil nas primeiras lavagens. Dado que o
processo de lavagem é feito usando perborato de sodio, que € soltvel em agua e liberta PH, a
esta quantificacdo média de PH foi retirado o valor da concentracao inicial que se adicionava de
perborato de sodio, o que explica a obtencao de valores nulos, que se traduz na auséncia quase
total do agente antimicrobiano a 15% lavagem para as amostras produzidas por pad-batch

(McKillopa & Sandersonb, 1995).

Apds as lavagens foi também possivel quantificar a presenca de PH no material téxtil final. Para
tal, calculou-se um valor médio das diferentes concentracées de PH obtidas nos trés ensaios

efetuados (Tabela 5.7).

Tabela 5.7. Concentracdo de PH nas diferentes amostras apos as lavagens

Amostras Concentracao de PH no material téxtil (mg/L)
Controlo Positivo 473.75 +7.37
Esgotamento
NPPH3 25.65 +£0.15
Controlo Positivo 15.63 +6.73
Pad-batch
NPPH3 17.34 + 4.67

Foi possivel constatar que o controlo positivo, cujo acabamento antimicrobiano foi preparado por
esgotamento, apresenta um valor bastante mais alto de concentracdo de PH em relacédo as
outras amostras. Com estes resultados é possivel verificar que a concentracdo de PH na
amostra NPPH3, preparada por esgotamento e pad-bafch, ¢ mais baixa que a CMB para A.
pneumoniae (39 mg/L) e S. aureus (39 mg/L). Apesar do controlo positivo apresentar uma
concentracdo maior do agente ativo que a amostra NPPH3, apos as vinte lavagens, nado foi
possivel saber se este valor se deveu a uma maior taxa de retencdo por parte deste tecido dado
gue a sua concentracao inicial antes das lavagens também foi maior como se pdde verificar pela
Tabela 5.4. A concentracao total média de PH libertada poderia ser feita, considerando que a
concentracado libertada a cada lavagem era aproximadamente linear, calculando a média da
concentracdo de PH libertada nas 4 lavagens que esta foi quantificada e multiplicando esse valor
médio pelo total das 20 lavagens. Subtraindo esse valor, para as amostras por esgotamento

(294.70 mg/L), por exemplo, a concentracdo inicial da amostra NPPH3 (5394.17), seria
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expectavel obter o valor obtido na Tabela 5.6. No entanto, para a amostras preparada por
esgotamento, por exemplo, esse valor foi de 5099.47 mg/L que é bastante maior que o obtido
pela quantificacdo do PH na amostra NPPH3 apds as lavagens (25.65 mg/L) o que pode ser
explicado por haver uma maior libertacdo de PH aquando das primeiras lavagens, até a 52, cujos

valores nao foram possivel quantificar (Ranganath, 2011).

5.4.2. Determinacao da eficacia e atividade antibacteriana dos
materiais téxteis funcionais apos as lavagens
De maneira a avaliar a atividade antimicrobiana dos Materiais téxteis apos as lavagens realizou-
se 0 método qualitativo da norma JIS L 1902:2008 para o controlo negativo, controlo positivo e
amostra NPPH3, para S. aureus (Figura 5.16) e A. pneumoniae (resultados nao apresentados

por serem semelhantes).

Figura 5.16. Amostras analisadas apds as 20 lavagens pelo método qualitativo da norma JIS L 1902:2008.

Ensaios realizados usando S. aureus (a) controlo negativo; (b) Controlo positivo preparado por esgotamento; (c)
Controlo positivo preparado por pad-batch, (d) NPPH3 preparado por esgotamento; (€) NPPH3 preparado por pad-
batch.

Pelos resultados obtidos, presentes na Figura 5.16, foi possivel verificar algumas zonas de
inibicao na amostra NPPH3 e, principalmente, no controlo positivo preparado por esgotamento.

No entanto, comparando estes resultados com os obtidos na Figura 5.14 é possivel verificar uma
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diminuicao significativa da zona de inibicdo e, assim, uma diminuicdo da atividade
antimicrobiana que seria expectavel tendo em conta os resultados obtidos para a quantificacao
de PH nos materiais téxteis funcionais apos as lavagens. Ainda assim, seria expectavel ter-se
obtido uma zona de inibicdo maior para o método qualitativo relativamente a bactéria S. aureus
para o controlo positivo preparado por esgotamento dado que a concentracdo de PH presente
neste material téxtil € maior que a CMB da bactéria para o agente ativo. Este facto pode ser
explicado por neste método (método qualitativo segundo a norma JIS L 1902:2008) ndo haver,

por vezes, um contacto direto com a bactéria em todas as zonas da amostra.

Os resultados demonstrados, fotograficamente, para as amostras por pad-bafch e esgotamento
para K. pneumoniae sao semelhantes aos de S. aureus, e portanto nao foram aqui
apresentados, apresentando-se assim na Tabela 5.8. a presenca ou auséncia de atividade

antimicrobiana para ambas as bactérias e para todas as amostras testadas.

Tabela 5.8. Amostras NPPH3, controlo positivo e controlo negativo analisadas apds as lavagens por JIS L
1902:2008 - Método qualitativo. Ensaios feitos usando S. aureus e K. pneumoniae.(+) presenca de atividade

antimicrobiana; (-) auséncia de atividade antimicrobiana.

Amostras
Esgotamento Pad-batch
Bactérias Contrglo Conftr.olo NPPH3 Contrglo Conftr.olo NPPH3
negativo positivo negativo positivo
S. aureus - + - - - -
K. pneumoniae - + - - - -

Pela analise dos resultados da Tabela 5.8. foi possivel verificar que apenas para o controlo
positivo, preparado por esgotamento, se verificou atividade antimicrobiana em algumas zonas da
placa que, ainda assim, pela analise das placas, foi bastante inferior & que se verificou antes das
lavagens. Para a amostra NPPH3 e para o controlo negativo verificou-se uma auséncia de
atividade antimicrobiana que é corroborada pela concentracao de PH nestes tecidos se encontrar

abaixo da CMB de ambas as bactérias (39 mg/L).

Para avaliar a atividade antimicrobiana das amostras apds as 20 lavagens a nivel quantitativo foi
analisada a taxa de reducdo para as bactérias S. aureus e K. pneumoniae cujos resultados se

encontram na Figura 5.17.
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Figura 5.17. Taxa de reducao (%) para (a) A. pneumoniae e (b) S. aureus obtida por JIS L 1902:2008 - método

quantitativo para o controlo negativo 1, controlo positivo e NPPH3 apos as lavagens.

Pela analise da Figura 5.17, foi possivel verificar, para ambas as bactérias, uma diminuicdo da
taxa de reducdo bacteriana da amostra NPPH3 apds lavagens, preparada por esgotamento e
pad-batch, bem como do controlo positivo preparado por pad-bafch. Estes resultados permitiram
averiguar que apos vinte lavagens a eficacia das nanoparticulas com PH nos materiais téxteis
funcionais é bastante menor. Ainda assim, apesar do decréscimo esperado na taxa de reducéao,
¢ possivel verificar que as nanoparticulas apresentam alguma durabilidade no material téxtil pelo
menos até as vinte lavagens apesar da diminuicdo de concentracdao do agente ativo
apresentando, ainda uma taxa de reducao perto dos 50 % para A. pneumoniae (Ranganath,
2011). A existéncia de um desvido-padrao tao elevado para a amostra NPPH3, por esgotamento
em relacdo a A. pneumoniae, pode ter sido devida a uma aplicacdo nao uniforme do agente

antimicrobiano no material téxtil ou a uma aplicacao repetida do indculo em alguns pontos da
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amostra nos ensaios realizados com esta bactéria. Esta aplicacdao ndo uniforme do agente
antimicrobiano no material téxtil ou a aplicacdo repetida do in6culo em alguns pontos do
material téxtil pode também explicar o valor obtido para a taxa de reducao bacteriana, e desvio-
padrdo correspondente, para o controlo positivo preparado por pad-batch para essa mesma
bactéria. Para S. aureus, como esperado uma vez que a concentracao de PH na amostra NPPH3
(aproximadamente de 25.65 mg/L para esgotamento e 17.34 mg/L para pad-batch) é menor
que a CMI e a CMB (39 mg/L) da bactéria, o material téxtil funcional ndo teve nenhum efeito

antimicrobiano, obtendo-se uma taxa de reducéo bacteriana de 0 %.

Para o controlo positivo, preparado por esgotamento, obteve-se uma taxa de reducao bacteriana
de 100% para ambas as bactérias ao contrario da amostra NPPH3 (preparada por ambos os
meétodos) e do controlo positivo preparado por pad-bafch. Este valor de taxa de reducao
bacteriana é corroborado pelo valor obtido pela quantificacdo de PH nessa amostra (473.75

mg/L) que esta acima da CMI e da CMB de ambas as bactérias.

Estes resultados, observados na Figura 5.16 e 5.17, podem ser corroborados com os obtidos
pela quantificacdo do PH no material final, na Tabela 5.6, uma vez que a menor concentracdo
de PH na amostra NPPH3, preparada por esgotamento e pad-batch, explica a minimizacdo da

taxa de reducao e da zona de inibicao.

Os valores obtidos das taxas de reducdo foram relacionados com o decréscimo na quantificacao
de PH nos banhos e no téxtil final. A partir da 157 lavagem nao se verificou quantificacdo de PH
no banho de lavagem, apos efectuar a diferenca com a concentracdo de perborato de sodio
usada inicialmente, para as amostras preparadas por pad-batch. Esse decréscimo na
quantificacdo de PH foi também observado para as amostras preparadas por esgotamento onde
se verificou um decréscimo na quantificacdo de PH da 15% lavagem para a 207 lavagem. Uma
vez que se verificou um decréscimo na atividade antimicrobiana e tendo em conta os resultados
obtidos na quantificacdo de PH para a amostra NPPH3 (por pad-batch e esgotamento), onde a
concentracdo de PH foi abaixo da CMB para ambas as bactérias, ndo se justificou a realizacao
de mais lavagens além das 20 que foram realizadas nas amostras referidas (controlo negativo,

controlo positivo e NPPH3).
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CAPITULO 6. CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS

O presente trabalho consistiu num estudo comparativo das propriedades antimicrobianas e
durabilidade de acdo de materiais téxteis funcionalizados com diferentes nanoparticulas

antimicrobianas.

Numa primeira fase foi feita a producdo dos materiais téxteis funcionais com a fixacdo das
nanoparticulas funcionalizadas ao algoddo com peroxido de hidrogénio (PH) ou acido paracético
(PAA) como agentes antimicrobianos. Estes acabamentos funcionais foram realizados por duas
técnicas diferentes: esgotamento e pad-bafch. Apos a producdo dos materiais téxteis funcionais
foi possivel verificar que estes apresentavam atividade antimicrobiana, antes das lavagens,
contra bactérias gram-positiva e gram-negativa, S. aureus e K. pneumoniae, respetivamente, de
acordo com a norma JIS L 1902:2008, comprovando a eficiéncia das nanoparticulas com os
agentes antimicrobianos. Além da verificacdo da atividade antimicrobiana, foi possivel realizar a
caracterizacdo das nanoparticulas por TEM e DLS, e dos materiais téxteis funcionalizados por
FTIR e SEM. Por TEM e DLS foi possivel analisar o tamanho das nanoparticulas (=190 nm) e o
seu potencial £ (= -40 mV), verificando-se que as mesmas sao estaveis. Pelos dados obtidos por
FTIR foi possivel analisar as diferencas entre os espetros dos materiais téxteis com e sem
funcionalizacdo, onde se verificou, principalmente, o aumento de intensidade da banda
correspondente aos grupos hidroxilo que se deveu a existéncia do PH nos mesmos. Por SEM,

confirmou-se a presenca das nanoparticulas no algodao.

A selecdo da amostra NPPH3, contendo nanoparticulas funcionalizadas com PH, foi feita
mediante a apresentacao de maior atividade antimicrobiana bem como pela sua caracterizacao

quimica. Além disso a quantificacdo do agente ativo comprovou uma maior presenca deste.

Foi também possivel concluir que ambos os métodos usados na incorporacao dos agentes
(esgotamento e pad-batch) permitiram ligar o agente ativo e as nanoparticulas com o mesmo ao
algodao. No entanto, constatou-se que os materiais téxteis funcionais preparados por

esgotamento retiveram uma maior concentracao do agente antimicrobiano.

Através de testes de resisténcia a lavagem foi possivel verificar uma perda de atividade
antimicrobiana apds 20 lavagens na amostra NPPH3. Concluiu-se assim que as nanoparticulas

com 0 agente antimicrobiano iam sendo removidas da fibra a cada lavagem, verificando-se um
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decréscimo da taxa de reducao de 100 % para ambas as bactérias para aproximadamente 47 %
e 0 %, para KA. pneumoniae e S. aureus respectivamente, apés o numero de lavagens
anteriormente referido. Este decréscimo na atividade antimicrobiana foi corroborado pela
quantificacdo do agente ativo antes e depois das lavagens verificando-se uma menor quantidade

do mesmo no substrato téxtil funcionalizado final.

Como perspectivas futuras, o trabalho desenvolvido no ambito desta investigacdo permitiu
antever a necessidade de aprofundar o estudo em varios pontos. Numa primeira etapa, e
relacionado diretamente com o estudo, seria importante a realizacdo do método quantitativo e
qualitativo segundo a norma JIS L 1902:2008 em todas as lavagens realizadas aos materiais
téxteis funcionais, de maneira a acrescentar informacao ao trabalho realizado e permitir saber a
partir de que lavagem os téxteis funcionalizados comecaram a perder a sua funcdo. Além disso,
de maneira a perceber de que maneira ocorreu a remocao das nanoparticulas com o agente
antimicrobiano da fibra de algoddo a cada lavagem, existiria a necessidade da realizacdo da
quantificacdo dos banhos finais em todas as lavagens. Ainda relacionado com a remocao das
nanoparticulas revelar-se-ia interessante utilizar a microscopia eletrénica de varrimento (SEM) de
maneira a estudar a superficie do material téxtil funcional apos as lavagens de maneira a
verificar a libertacdo do agente antimicrobiano. Devido a dificuldade que se obteve a quantificar o
PAA, tornar-se-ia necessaria utilizar outro método como alternativa a sua quantificacdo como um
método de microtitulacdo em placa. De maneira a utilizar um controlo negativo que seria
adequado, igual em todos os ensaios e que permitisse validar todos os ensaios, seria
recomendavel utilizar em trabalhos futuros como base de todos os ensaios um tecido 100%

algodao branqueado sem qualquer concentracao de PH.

Noutro ambito, podera ser feito um estudo comparativo entre a durabilidade da atividade
antimicrobiana do controlo positivo, onde o agente antimicrobiano estava diretamente presente
no banho, e da amostra NPPH3. Para tal deviam ser preparadas as amostras (controlo positivo e
amostro NPPH3) com concentracdes inicias iguais de agente antimicrobiano em ambas as
amostras e realizarem-se os testes de resisténcia a lavagem. Além disso seria interessante
estudar qual dos métodos de preparacao dos materiais téxteis funcionais, esgotamento ou pad-
batch, resiste melhor a lavagem de maneira também a otimizar as condicdes e variaveis em que

estes foram preparados. Para tal, devem ser preparados materiais téxteis pelos dois métodos
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referidos, esgotamento e pad-batch, com concentracao inicial igual de agente antimicrobiano e

fazer a analise dos mesmos por testes de resisténcia a lavagem.
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ANEXOS

Anexo A — Composicao dos meios de cultura e reagentes

Anexo B - Curvas de crescimento
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Al. Meio TSB

Tabela Al. Composi¢cdo do meio TSB

Volume (mL) TSB (g) Agua destilada (mL)
1000 30 1000
Esterilizacao em autoclave (121 °C, 20 min)
A2. Meio TSA
Tabela A2. Composicao do meio TSA
Volume (mL) TSA (g) Agar (1,5 %) (g) Agua destilada (mL)
1000 30 15 1000
Esterilizacdo em autoclave (121 °C, 20 min)
A3. Meio MHB
Tabela A3. Composicao do meio MHB
Agua destilada
Volume (mL) MHB (g)
(mL)
Infusdo de Caseina
Amido (g/L)
carne (g/L) hidrolisada (g/L)
1000 1000
2 1.5 7.5

23

Esterilizacdo em autoclave (121 °C, 20 min)

A4. Solucao Soro fisiolégico (physiological saline) — NaCl 0.85 % (w/v)

Tabela A4. Composicédo da solucao soro fisioldgico

Volume (mL)

NaCl (g)

Agua destilada (mL)

1000 8.5

1000

Esterilizacdo em autoclave (121 °C, 20 min)
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A5. Solucao Soro fisiologico para agitacao (Physiological saline for shake out) —
NaCl 0.85 % (w/v)

Tabela A5. Composicao da solucéo Soro fisiologico para agitacdo

Volume (mL) NaCl (g) Tween 80 (g) Agua ultra pura(mL)
1000 8.5 2 1000

Esterilizacao em autoclave (121 °C, 20 min)

A6. Tampao fosfato-salino (Phospate-buffered saline) 0.1M pH 7,5 (PBS 1X)

Tabela A6. Composicao da solucdo PBS

Volume (mL) NaCl (g) KCl (g) K,HPO, (g) NaHPOQ,12H,0 Agua ultra pura (mL)

1000 8 0.2 0.2 2.85 1000

Ajuste do pH a 7.5 com HCI 37 %. Esterilizacao em autoclave (121 °C, 20 min)
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B1. Curva de calibracao de S. aureus
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Figura B1. Curva de calibragao de S. aureus.

B2. Curva de calibracao de A. pneumoniae
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Figura B2. Curva de calibracao de A. pneumoniae.
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