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Resumo

Os produtos téxteis desde sempre estiveram envolvidos na economia a nivel mundial,
e ainda hoje sdo indispensaveis na qualidade da nossa vida e, por isso, cada vez mais a
tecnologia é aplicada nos téxteis para que 0 seu Uso seja seguro para o consumidor.

O desenvolvimento de microrganismos nos téxteis causa problemas estéticos no téxtil,
como manchas ou nédoas, descoloragdo, odores e diminuicdo da sua resisténcia, mas
também pode causar ao consumidor problemas de saude como € o caso das
dermatofitoses ou infe¢des transmitidas em ambiente hospitalar. O uso de antimicrobianos
em téxteis permitiu reduzir a presenga de microrganismos.

A atividade antimicrobiana de diferentes téxteis foi determinada utilizando o método
padronizado AATCC 147 e dois meétodos ndo padronizados, a inoculacdo dos
microrganismos no téxtil e a inoculacdo dos microrganismos em tapete no meio de cultura.
A atividade foi avaliada para varias estirpes de fungos e bactérias.

O téxtil de bambu mostrou eficicia antimicrobiana contra alguns dos microrganismos
testados e o téxtil poliéster bioativo ndo mostrou qualquer atividade.

Nos téxteis que ndo mostraram efeito antimicrobiano foi impregnado o éleo essencial T.
vulgaris e avaliada a sua eficacia recorrendo & metodologia qualitativa por inoculagdo dos
microrganismos no téxtil. Os téxteis mergulhados na solugdo de T. vulgaris mostraram
atividade inibit6ria contra a maioria dos microrganismos testados, na concentracdo de 5 e
2,5 uL/mL. Para os téxteis funcionalizados com T. vulgaris, apenas foi observado efeito

antimicrobiano para o algodéo contendo 20 puL/mL de éleo essencial.

Palavras-chave: Bactérias; Fungos; Téxteis; Antimicrobianos; Atividade antimicrobiana
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Abstract

Textiles have always been involved in the economy worldwide, and are still
indispensable in the quality of our lives and therefore technology is applied to textiles to
promote use a safe for the consumer.

The growth of microorganisms in the fiber causes esthetic problems in textiles as spots
or stains, discoloration, odors and decreased resistance, but may also cause consumer
health problems such as dermatophytosis or transmission of diseases as hospital
transmission. The use of antimicrobial agents in textile reduces the presence of
microorganisms.

The antimicrobial activity of different textiles was determined using the standard method
AATCC 147 and two non-standardized methods, the inoculation of the microorganisms in
the textile and carpet inoculation of microorganisms in the culture medium. Different strains
of fungi and bacteria were used.

The bamboo textile showed antimicrobial efficacy against some of the microorganisms
and polyester textile bioactive showed no activity.

Textiles not active were impregnated with essential oil T. vulgaris and was their
effectiveness evaluated using the qualitative methodology, inoculation of microorganisms
in textiles, the textile T. vulgaris dipped in solution and showed activity against most of the
microorganisms tested at concentrations of 5 and 2.5 uL/mL. For textile functionalized with
T. vulgaris only antimicrobial effect was observed for cotton containing 20 uL/mL essential

oil.

Keywords: Bacteria; Fungi; Textiles; Antimicrobial agents; Antimicrobial activity

Pagina iii



indice

N 11 (o o 18 oz Lo IR PP PP PP PP PP PPPPPPPPPPIN 1
2. Importancia econémica e social do sector téxtil e do calgado............coeevvvveeennnn. 4
C F O 1= I =4 = L PSSP 7
3.1 Material teXtil. . ... 7
311 AIGOUAD....cci i 10
0 7 I - U PP 11
3.1.3 BaAMIDU L. 11
3.14 POl S T .. 12

3.2  Processamento do material teXtil ...........ooeviviiiiiiiiii 12
3.3 TEXIEIS LECINICOS ..eieieiieee e 13
4. As fibras téxteis: da sua biodegradacao a sua proteGan............cccevvvvvvvvrmnvnnnnnnnnns 15
4.1  Principais microrganismos nos materiais tEXteis .......ccccevvveeeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeiiens 15
4.2  Mecanismo de degradacéo das fibras téxteis por microrganismos................ 18
4.3  Importancia dos acabamentos antimicrobianos nos téxteis................ceeeeeeee 21
4.3.1  Téxteis hospitalares € CIrUrgiCOS ........coouiiiuiiiiiiiiieee it 22
4.3.2  Téxteis de vestuario profissional .............ccccuuiiiiiiieiiiiiiii e 24
4.3.3 TEXteIS Para CalGadO ........ccvvvvviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 25

4.4  Requisitos para um tratamento antimicrobiano ............cccccccvvviiiiiiiiiiiiiininnnn. 26
4.5 Meétodos de aplicacao dos antimicrobianos nos materiais téxteis.................. 28
4.6  Mecanismo de acao dos antimiCrobian0S..........cccvvvviiiiiiiieeeeiieeecee e e e e 29
4.7  Compostos antimicrobianos n0s materiais tEXteiS ............cevvvvviiiviiiiiiiinennnnn. 31
4.7.1 Compostos antimicrobian0s SINELICOS .......c..eeeiriiiiiiiiiiiiiee e 32
4.7.2 Compostos antimicrobianos NatUralS. ...........coooeeeeeeeiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee 35
4.7.3  Téxteis antimicrobian0S COMErCIAIS............ccuvviieiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee 40

4.8 Testes de atividade antimicrobiana nos materiais téxteis...........ccccccvvvveeeen.. 42
4.8.1 Testes qUAlItAtIVOS .......uuueii i 42
4.8.2 TeSteS QUANLILALIVOS ..evvveii et e e 45

B O BEIVOS . . e 47
Material € METOAOS ... ..uuuuuuiiiiiiiiiiii e aeeesenseesnsessnnnsnnsnnssnnnnes 49

6.1 Caracterizacao das amostras tEXteIS........cceeeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeee e, 50
6.2  Preparac@o das amostras tEXIEIS ....cceeeeeeeeeeeeeee e 51
6.3  Preparacdo dos meios de CUUIa..........oouuueiiii i 52
6.4  Estirpes de microrganismos testados...........coooveieiiiiiiiiieeeeee 52
6.5 Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos tEXteis............cccevvvvevviiiiiieeeniinnnns 53

Pagina iv



6.5.1  Atividade antimicrobiana em téxteis:AATCC 147 -Avaliagdo da atividade
antibacteriana em téxteis: método de estrias paralelas...........cccccceeviiiiiiiiiiiiiieeenns 53
6.5.2  Avaliagéo da atividade antibacteriana em téxteis: métodos qualitativos néo
PAATONIZATOS ...ttt 53
6.5.2.2 Inoculacdo dos microrganismos em tapete no meio de cultura............... 54
6.6 Impregnacdo de compostos antimicrobianos nos téxteis e avaliagdo da sua
=AY/ o =T = USRS 55

6.6.1 Determinagcdo da concentragdo minima inibitéria do Thymus

AV = T PSS 55
6.6.2  Avaliacdo da atividade de Thymus vulgaris nos téxteis..........ccccceeeennnn.. 56
6.6.3  Avaliacdo da atividade do Nitrato de prata nos téxteis ..............ccoeeeeennn. 57
7. ReSURAOS. ... .o 58

7.1  Atividade antimicrobiana em téxteis: Método ATCC 147 -Avaliacdo da atividade
antibacteriana em téxteis- método de estrias paralelas..........cccooeeeiiiiiiiiiiin e, 59

7.2 Avaliagdo da atividade antimicrobiana em téxteis: métodos qualitativos n&o

[OF=To o] 04T [0 =30 TSRS 60
7.2.2 Inoculagdo dos microrganismos em tapete no meio de cultura...................... 67
ST I U1 T 72
9. Conclusdes e Perspetivas futuras...........ccoiiiiiiiii e 80
10. Referéncias BibliografiCas. ....... ..o e 83

Pagina v



indice de ilustracdes

llustracdo 1: Classificacao geral das fibras tEXteis ...........cvveeeiiiiiiiiiiicc e, 8
llustracdo 2:Evolucédo do consumo de fibras téxteis no mundo (milh&es de toneladas)..... 9

llustracdo 3: Consumo dos diferentes tipos de fibras téxteis no mundo (percentagem)... 10

llustracéo 4: Processo de transformacao das fibras téxteis num produto téxtil). .............. 13
llustracdo 5:Evolucdo esquematica de um biofilme.. ...........cccco 19
llustragéo 6: Processo de degradacdo dos microrganismos Nos téxteis. ............cceeeeeennnn. 19
llustragcéo 7: Diagrama de tratamentos antimicrobianos aplicados nos téxteis. ............... 27
llustracdo 8: Métodos de aplicacao dos antimicrobianos nos materiais téxteis................ 28
llustracdo 9: Diferentes métodos para a inibicdo dos microrganisSmos............cceeeeeuvvenee. 30

llustracdo 10: Resultado segundo a AATCC 147 com inibicdo de crescimento de C.
albicans na zona adjacente 80 TEXLIl...........uuuuuuuueiiiiiiiiiiiiii i 43
llustracéo 11:Exemplo do crescimento dos diferentes microrganismos em placa segundo o
MEt0do AATCC 147 NOEXLI SL-T2.. ciiiiieiieiiiiieeeeeeeeeeeee e 60
llustragdo 12: Exemplo de crescimento de diferentes microrganismos em placa e em tubo,
segundo o método de inoculagdo dos microrganismos Nos texteis S1. ........cccccvvvvvvvnnnns 62
llustragdo 13: Exemplo de crescimento de diferentes microrganismos, segundo o método
de inoculag@o dos microrganismOos NO TEXLl. .........uueuueuuumiiiiiiiiiiiiiiii e 63
llustragdo 14: Diferentes concentracdes de T. vulgaris impregnadas no téxtil S1-T5 e
testadas segundo o método de inoculagdo dos microrganismos no téxtil....................... 64
llustragédo 15: Téxteis mergulhados na solucéo de T. vulgaris com concentracdo de 5 e 2,5
pL/mL e testados segundo o método de inoculagdo dos microrganismos no téxtil. ......... 65
llustragdo 16: Exemplo de crescimento de diferentes microrganismos segundo o método
de inoculacdo dos microrganismos NOS tEXLEIS S3. ....cooieviiiiiiiiiiiie e 66
llustracdo 17: Téxtil S1:T5 mergulhado na solucdo AgNO3 e avaliado segundo o método
inoculag&o dos microrganismos NO tEXTIl,. .......oovvvviiiiiiiiiiiiiiii 67
llustracdo 18: Téxteis da Série 2 segundo 0 método inoculacdo dos microrganismos em
tapete N0 Meio de Cultura Para S. QUIBUS .........coooeieei i 68
llustracdo 19: Exemplo do crescimento dos diferentes microrganismos em placa segundo
(0T 10 1=] (o o (o I AN AN O O . PP 69
llustragé@o 20: Efeito das solugdes soro fisiologico/DMSO e 4gual/etanol no S. aureus.... 70
llustracdo 21: Efeito da temperatura nas amostras algodao e poliéster com o solvente soro

fisioldgico/DMSO e T. vulgaris a 5 PL/ML €M S.QUreuUS........ccoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 70

Pagina vi


file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/Andreia%20Patrícia%20Sousa%20Alves%20de%20Magalhães.docx%23_Toc431292888
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/Andreia%20Patrícia%20Sousa%20Alves%20de%20Magalhães.docx%23_Toc431292889
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/Andreia%20Patrícia%20Sousa%20Alves%20de%20Magalhães.docx%23_Toc431292890
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/Andreia%20Patrícia%20Sousa%20Alves%20de%20Magalhães.docx%23_Toc431292891
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/Andreia%20Patrícia%20Sousa%20Alves%20de%20Magalhães.docx%23_Toc431292892
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/Andreia%20Patrícia%20Sousa%20Alves%20de%20Magalhães.docx%23_Toc431292893
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/Andreia%20Patrícia%20Sousa%20Alves%20de%20Magalhães.docx%23_Toc431292894
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/Andreia%20Patrícia%20Sousa%20Alves%20de%20Magalhães.docx%23_Toc431292895
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/Andreia%20Patrícia%20Sousa%20Alves%20de%20Magalhães.docx%23_Toc431292896
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/Andreia%20Patrícia%20Sousa%20Alves%20de%20Magalhães.docx%23_Toc431292897
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/Andreia%20Patrícia%20Sousa%20Alves%20de%20Magalhães.docx%23_Toc431292897
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/Andreia%20Patrícia%20Sousa%20Alves%20de%20Magalhães.docx%23_Toc431292898
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/Andreia%20Patrícia%20Sousa%20Alves%20de%20Magalhães.docx%23_Toc431292898
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/Andreia%20Patrícia%20Sousa%20Alves%20de%20Magalhães.docx%23_Toc431292899
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/Andreia%20Patrícia%20Sousa%20Alves%20de%20Magalhães.docx%23_Toc431292899
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/Andreia%20Patrícia%20Sousa%20Alves%20de%20Magalhães.docx%23_Toc431292901
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/Andreia%20Patrícia%20Sousa%20Alves%20de%20Magalhães.docx%23_Toc431292901
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/Andreia%20Patrícia%20Sousa%20Alves%20de%20Magalhães.docx%23_Toc431292902
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/Andreia%20Patrícia%20Sousa%20Alves%20de%20Magalhães.docx%23_Toc431292902
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/Andreia%20Patrícia%20Sousa%20Alves%20de%20Magalhães.docx%23_Toc431292903
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/Andreia%20Patrícia%20Sousa%20Alves%20de%20Magalhães.docx%23_Toc431292903
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/Andreia%20Patrícia%20Sousa%20Alves%20de%20Magalhães.docx%23_Toc431292904
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/Andreia%20Patrícia%20Sousa%20Alves%20de%20Magalhães.docx%23_Toc431292904
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/Andreia%20Patrícia%20Sousa%20Alves%20de%20Magalhães.docx%23_Toc431292905
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/Andreia%20Patrícia%20Sousa%20Alves%20de%20Magalhães.docx%23_Toc431292905
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/Andreia%20Patrícia%20Sousa%20Alves%20de%20Magalhães.docx%23_Toc431292906
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/Andreia%20Patrícia%20Sousa%20Alves%20de%20Magalhães.docx%23_Toc431292906
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/Andreia%20Patrícia%20Sousa%20Alves%20de%20Magalhães.docx%23_Toc431292907
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/Andreia%20Patrícia%20Sousa%20Alves%20de%20Magalhães.docx%23_Toc431292908
file:///C:/Users/Utilizador/Desktop/Andreia%20Patrícia%20Sousa%20Alves%20de%20Magalhães.docx%23_Toc431292908

llustracdo 1: Efeito da temperatura nas amostras de algoddo e poliéster com o solvente
adgua/etanol e T. vulgaris @ 5 PL/ML €M S. @QUIUS.......cccoiieiininiiiei e 71

indice de tabelas

Tabela 1: Nameros de producao, exportacdes, importacdes e consumo de calgado no ano

Tabela 2:Tipos de acabamentos, MeCaNICOS € QUIMICO .........ccceeriiiiiiiiiiiieeeee i 13
Tabela 3: Principais microrganismos capazes de contaminar diferentes fibras téxteis .... 18
Tabela 4: Tratamentos antimicrobianos aplicados em tEXIEIS. ..........uuuuvrvrmmmiimiriiiiiiiiiiinns 27
Tabela 5:Principais antimicrobianos utilizados pela indistria textil. .............ccooociviieeee.n. 34
Tabela 6: Principais metabolitos secundarios das plantas responsaveis pela atividade

antimicrobiana € 0 Seu MEeCaNISMO A€ AGA0.........uuuuuuurriiiiiiiiiiiiiiiiireieereeernenieneeeaeeeeaeeanaees 36
Tabela 7: Antimicrobianos a base de produtos NALUTAIS. ...........ccooviiiiiiiiiieeeeniiiiiiiieeeenn 40
Tabela 8: Lista de alguns antimicrobianos e fibras antimicrobianas comerciais............... 41
Tabela 9: Composicao das amostras da primeira série (S1: T2-T9). ......uuuvrrrrvrmrrrrennnnnnnns 50
Tabela 10: Composicao da segunda série de amostras téxteis (S2: T1-T7)....cccccceuvvrnnnes 51
Tabela 11: Composicao do terceiro conjunto de téxteis (S3: T1-T5). ......uuvrvrrrrrrrrmnnnnnnnnns 51

Tabela 12: Resultados de atividade antimicrobiana para os téxteis S1: T2-T9 (frente-F e
verso-V) de acordo com a NOrmMa AATCC 147, ..o 59
Tabela 13: Resultados de atividade antimicrobiana para os téxteis S1:T2-T9 (frente-F e
verso-V), segundo o método de inoculagdo dos microrganismos no téxtil...................... 61
Tabela 14:Resultados de atividade antimicrobianapara para os téxteis S2:T1-T7 segundo
0 método de inoculag@o dos microrganismos NO tEXLl. ...........cceeriiiiiiiiiiiiiee e 62
Tabela 15: Resultado da atividade antimicrobiana para os téxteis S3:T1-T5, funcionalizados
com T. vulgaris, segundo o método de inoculagdo dos microrganismos no téxtil. ........... 66
Tabela 16:Resultados de atividade antimicrobiana para os téxteis S2-T1, S2-T3 e S2-T7,
SeguNdo @ NOIMEA AATCC LA7 ... 69

Pagina vii



Lista de Abreviaturas

AATCC
AgNOs;
ATCC
ATP

BHI
CDs
CFU/mL
CIM
CLSI
CML
CO;
DMSO
FAO
HIV
IACS
ISO
LPS
MAC
McF
MHA
MHB
MRSA
MSA
MYC
PET
PHMB
QCAs
SDA
SDB

T. vulgaris
Téxtil 2D
Téxtil 3D
TSA

American Association of Textile Chemists and Colorists
Nitrato de prata

American Type Culture Collection
Associacao Téxtil e de Vestuério de Portugal
Brain Heart Infusion

Ciclodextrinas

Unidades Formadoras de Colonia por mililitro
Concentracdo Minima Inibitéria

Clinical and Laboratory Standards Institute
Concentracdo Minima Letal

Dio6xido de carbono

Dimetilsulféxido

Organizacdo das Nacgdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura
Virus da Imunodeficiéncia Adquirida

Infe¢Bes associadas aos cuidados de saude
International Organization for Standardization
Lipopolissacarideo

MacConkey Agar

Escala de McFarland

Mueller Hinton Agar

Mueller Hinton Broth

Staphylococcus aureus resistente a meticilina
Manitol Salt Agar

Mycosel Agar

Polietileno tereftalato

Poliexametileno Biguanida

Compostos de aménio quaternario
Sabouraud Dextrose Agar

Sabouraud Dextrose Broth

Thymus vulgaris

Téxtil dimensional

Téxtil tridimensional

Triptona Soja Agar

Pagina viii



VRE Enterecocos resistentes a vancomicina

w/v Massa/volume

Pagina xi



Atividade antimicrobiana em téxteis

Introducao

Pagina 1



Atividade antimicrobiana em téxteis

1.Introducéo

As fibras téxteis fazem parte da histéria do Homem, quer no que se relaciona com a
economia mundial quer com a nossa qualidade de vida, tornando-se indispensaveis nao
s6 em questdes estéticas mas também culturais.

De acordo com a sua origem, as fibras téxteis séo classificadas em dois grupos distintos,
fibras naturais e fibras sintéticas. O primeiro grupo engloba fibras téxteis de origem natural,
isto é, fibras que sdo utilizadas no processamento téxtii da mesma forma que sé&o
produzidas pela natureza e 0 segundo grupo abrange fibras produzidas a partir da matéria-
prima de origem natural, fibras sintéticas (produzidas a partir de compostos orgéanicos
sintéticos) e fibras constituidas na totalidade por matéria-prima inorganica (Jesus 2011).

Os produtos téxteis sdo apontados como um bom substrato para o crescimento de
microrganismos, particularmente de fungos e bactérias. Estes microrganismos podem
encontrar-se isoladamente em diferentes téxteis, ou em relacdo de simbiose num mesmo
téxtil (Dring 2003). Os téxteis com origem em matérias-primas naturais como o algodéo,
linho e 1& sdo mais suscetiveis a invasdo por microrganismos (Szostak-Kotowa 2004;
Btyskal 2009). Pelo contrério, as fibras sintéticas, por serem mais hidrofébicas, sé@o
consideradas mais resistente ao ataque por microrganismos. Contudo, 0S processos
aplicados nestas fibras podem ser responsaveis pela diminui¢cdo da sua resisténcia (Puwar
e Joshi 2004).

O desenvolvimento de bactérias ou fungos nos téxteis € dependente de fatores
ambientais e das propriedades dos téxteis como a composi¢cao quimica, tipo de fibra e
porosidade. Os fatores ambientais ideais para a sua proliferagdo sdo a luz, humidade,
temperatura e polui¢cdo (Szostak-Kotowa 2004).

O crescimento de microrganismos nos téxteis causa alteragdes estéticas como
manchas ou nédoas, descoloragdo, odores e diminui¢cdo de resisténcia do téxtil. Contudo,
esse ndo é o Unico problema, o desenvolvimento de microrganismos nos téxteis pode ter
consequéncias na saude do consumidor, nomeadamente pela possibilidade de causarem
infecbes (Puwar e Joshi 2004). As infe¢cdes causadas pelos microrganismos continuam a
ser uma fonte de preocupacdo em diferentes areas como saude, téxteis-lar, dispositivos
médicos, equipamentos cirurgicos e produtos de higiene (Munoz-Price et al. 2012). A maior
parte das infecbes surgem apoOs contacto ou inalagdo com/do microrganismo patogénico
(Mufioz-Bonilla e Fernandez-Garcia 2012). Em condi¢cbes hospitalares, Pseudomonas
aeruginosa (P. aeruginosa) € uma bactéria que frequentemente causa infecdes, e a sua

resisténcia a antibiéticos esta a aumentar tornando-se uma preocupacéao. Staphylococcus
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aureus (S. aureus) pode colonizar a pele e mucosas humanas, sem causar nenhum
problema. No entanto, se entrar em contacto com o corpo através de feridas ou abcessos
o risco de desenvolver uma infecdo é maior (Munoz-Price et al. 2012). As infe¢fes fungicas
podem ser apenas superficiais, ou invasivas e potencialmente fatais. As infecdes
superficiais incluem o pé de atleta, provocado por dermatdéfitos e a candidiase das
mucosas, tal como oral e vaginal, ou da pele e unhas, provocada essencialmente por
Candida albicans (C. albicans) (Munoz-Price et al. 2012).

A possibilidade de contaminacdo e propagacdo de infecBes, em particular a nivel
hospitalar, consciencializou a indUstria para esta problematica tendo havido uma crescente
producdo de antimicrobianos para acabamento téxtil nomeadamente para roupa de cama
de hospitais, vestuario de protecdo (como por exemplo batas), forros de calcado,
roupas/calcado de desporto e roupa interior (Gutarowska e Michalski 2012; Perera et al.
2013). Um estudo realizado entre 2001 e 2005 mostrou que 85% do total de
antimicrobianos produzidos foram utilizados em meias, roupa/cal¢cado de desporto e roupa
interior, podendo esses valores ser explicados pelo facto da constituicdo destes téxteis ser
essencialmente por fibras de algodao (Textiles Intelligence 2004; Gao e Cranston 2008).
Um estudo mais recente da Comissédo Europeia, de 2009, mostrou que na Europa séo
utilizadas cerca de 1546 toneladas de biocidas em fibras téxteis, couro, borrachas e
materiais polimerizados (Papaspyrides et al. 2009).

Os antimicrobianos podem impedir ou inibir o crescimento dos microrganismos, tendo
um efeito considerado biocida ou bioestatico respetivamente, de acordo com a sua
atividade e o tipo de microrganismo em causa. A fungéo dos antimicrobianos néo se limita
a proteger o téxtil da agédo dos microrganismos aumentando a sua durabilidade/resisténcia,
mas também proteger o utilizador dos efeitos nocivos associados a cada microrganismo
(Gutarowska e Michalski 2012; Windler et al. 2013). Para serem aplicados nas fibras téxteis
os antimicrobianos tém de respeitar alguns requisitos tais como ser eficiente, ndo-toxico,
duravel, baixo custo e proteger o meio ambiente. A protecdo do ambiente tem sido uma
das preocupacgbes das industrias, assim como evitar as reacbes adversas na pele,
observadas com o uso de alguns antimicrobianos sintéticos. Nesse sentido, a inddstria tem
implementando novos antimicrobianos a base de produtos naturais, principalmente
derivados de plantas. Os derivados de plantas s&do conhecidos pela sua biocompatibilidade,
baixa toxidade, abundancia e capacidade antimicrobiana (Kwakye-Awuah et al. 2008).

A selecdo do antimicrobiano mais adequado para um determinado téxtil nem sempre é
linear, uma vez que depende de fatores como o tipo de fibra, condic6es em que o téxtil vai
ser utilizado e do tipo de microrganismo mais suscetivel para o téxtil (Gutarowska e
Michalski 2012).

Pagina 3



Atividade antimicrobiana em téxteis

2. Importancia econémica e social do sector téxtil e do cal¢cado

As industrias téxteis e do calcado sempre tiveram uma ligagdo com o Homem, ndo s6
devido a economia, mas também porque lhes proporcionam prote¢cdo e melhoria da
qualidade de vida.

A industria considerada mais antiga na fabricacdo de bens de consumo é a industria
téxtil, remontando a sua origem a Pré-histéria. Os registos mostram que na Era do
Paleolitico o Homem das cavernas utilizou peles de animais para proteger o0 seu corpo e
esta necessidade sempre acompanhou a humanidade (Bezerra et al. 2002; Retail Forum
to sustainability 2013).0Os primeiros materiais téxteis registados sdo naturais e de origem
vegetal. Os investigadores acreditam que estes materiais foram descobertos de acordo
com a seguinte ordem cronolégica: linho — 5000 a.C. no Egito; 1& - 4000 a.C. na
Mesopotamia; algod&o - 3000 a.C.na india e a seda - 2640 a.C. na China (Bezerra et al.
2002).

Os produtos téxteis modificaram-se ao longo dos séculos e no final do século XX foram
observados grandes desenvolvimentos nas areas de microeletronica, ciéncias de
computacdo e biotecnologia. Esta evolugdo auxiliou no desenvolvimento de novos
produtos téxteis. A descoberta das fibras sintéticas também revolucionou a industria téxtil.
Este tipo de fibras tornou-se indispenséavel ao Homem, uma vez que, em relagédo as fibras
naturais, apresentam maior resisténcia, durabilidade e s&o facilmente manuseadas
(Braddock e O’Mahony 1999). Mudancas nos habitos individuais e sociais da populagéo
conduziram a introducao de novos téxteis que correspondessem as suas necessidades.
Assim, o envelhecimento da populagédo e 0 aumento do consumo de roupas de desporto,
por exemplo, levaram a introducao de téxteis funcionais (McCann et al. 2005).

A industria téxtil representava em 2001 a segunda maior atividade do mundo. Em
Portugal, os principais distritos onde ha desenvolvimento no setor téxtil sdo Porto, Braga,
Aveiro e Lisboa, sendo a regido Norte (Porto e Braga) a representar cerca de 80% das
empresas, empregos e volume e negdécios (Banco de Portugal 2012; Retail Forum to
sustainability 2013). De acordo com a ATP, em 2012, a industria téxtil continua a ser das
indastrias mais importantes para a economia portuguesa (Associagado Téxtil e Vestuario de
Portugal 2013)

Ao longo dos ultimos anos a indastria téxtil na Europa tem sofrido alteragdes devido as
mudancgas tecnoldgicas, evolucdo dos custos de producdo nos diferentes setores e ao
aparecimento de concorrentes internacionais (Associagdo Empresarial de Portugal 2011).
O surgimento de concorrentes internacionais como a China, india e Paquistdo tornou as

empresas europeias mais competitivas, fabricando produtos mais simples e reduzindo a
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producdo em grandes quantidades, permitindo assim uma maior variedade de produtos
(Associacao Téxtil e Vestuario de Portugal 2013).

O futuro dos téxteis inclui desenvolvimento de novas fibras e tecidos através do
envolvimento de diferentes areas como a ciéncia, tecnologia e téxtil (Braddock e O’Mahony
1999). O desafio atual para o setor téxtil € a capacidade de unir a ciéncia e a industria téxtil
(Montgomery 2010).

O calcado apareceu devido a necessidade que o Homem sentiu de proteger 0os seus
pés e 0s primeiros registos do seu uso datam do periodo Magdaliense (15 000- 12 000
a.C.) (Ribeiro 2010). Durante varios anos o calcado foi considerado um produto simples.
No entanto, nas civilizacdes mais antigas comecou a ser utilizado para diferenciar
socialmente a populacéo, passando a ser um simbolo de poder e riqueza. Por exemplo, no
Egito apenas o fara0 e os seus representantes podiam usar sandalias trabalhadas com fios
de ouro e pedras preciosas (Matos 2014).

O calgado ganhou uma nova dindmica ap0s a revolucao industrial, uma vez que nesta
época foi abandonada a producdo manual e o calgcado passou a ser produzido em série,
tendo como consequéncia a reducdo de custo. No século XX os artesdos passaram a ser
conhecidos por criadores ou estilistas. O calcado passou a ter uma aparéncia mais
funcional e com um aspeto mais préximo do que atualmente conhecemos, tornando-se
possivel distinguir o esquerdo do direito (Matos 2014).

O calcado, que inicialmente tinha apenas uma funcéo protetora, passou a ter alteracfes
gue permitiram a adaptacéo a atividades ligadas por exemplo ao trabalho, ao desporto ou
simplesmente aplicac6es que permitem diferenciacao a nivel social (Ribeiro 2010).

A qualidade do calgcado portugués tem vindo a ser reconhecida por diversos paises, o

que tem aumentado as exportacdes nos ultimos anos, como evidenciado na tabela 1.
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Tabela 1: Ndmeros de produgdo, exportacdes, importagdes e consumo de calgado no ano de 2012 (adaptado de
APICCAPS 2014).

Milhares de pares Producéo Exportagao Importacao Consumo
Calcado de senhora 27119 24 278 2713 5554
Calgado de homem 21770 19 368 1922 4324
Calgado de crianca 5721 5227 1626 2120
Calgado unissexo 1485 1394 797 888
Calgado de seguranca 1034 987 708 756
Calgado de desporto 740 714 585 611
Outro calcado em couro 1099 1043 696 753
Subtotal calgado em couro 58 969 53 010 9 046 15 005
Calgcado em téxtil 3782 4997 14 579 13544
Calgado impermeével 3696 3668 901 1019
Outro calcado em plastico 3985 5880 21335 19 460
Calgado em outros materiais 3724 3419 2453 2758
Total 74 156 70974 48 605 51 787

O tipo de consumidor e o consumo de produtos téxteis e calgado esta em mudanca e a
industria preocupa-se em satisfazer o consumidor, assim como respeitar as exigéncias
ambientais e éticas (Montgomery 2010).
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3.0s Téxteis

3.1 Material téxtil

A transformacao das matérias-primas téxteis em produtos finais obriga a que haja uma
grande producdo de produtos intermédios, principalmente fibras, fios e tecidos que séo
submetidos a intervencdes sucessivas como a fiagdo, transformacéo em fibras téxteis e
acabamentos (Gomes et al. 2005).

As fibras téxteis sdo caracterizadas pela sua elasticidade, finura e imenso comprimento
em relacdo a dimenséo transversal maxima, sendo que cada uma é adequada para
diferentes aplicag6es em téxteis (Troficolor Téxteis 2013). Existem fibras continuas e fibras
descontinuas, sendo o comprimento a principal diferenca entre elas. As fibras continuas
tém um grande comprimento, enquanto que as fibras descontinuas tém o comprimento
limitado a alguns centimetros. O comprimento é apenas limitado por razdes técnicas
(Troficolor Téxteis 2013).

As fibras téxteis sao classificadas em dois grupos distintos de acordo com a sua origem,
podendo ser de origem natural ou ndo natural (Gomes et al. 2005). As fibras de origem
natural sdo produzidas pela natureza de forma a serem adequadas para o processamento
téxtil. Podem ser fibras animais, vegetais ou minerais e a sua produgéo necessita de uma
grande gquantidade de agua, terreno e energia (Gomes et al. 2005; Roda 2008). As fibras
de origem vegetal requerem ainda elevadas quantidades de pesticidas e herbicidas na sua
producéo, assim como as fibras de origem animal que também necessitam de pesticidas
para prevenir eventuais parasitas (Jesus 2011).

As fibras de origem ndo natural sdo produzidas industrialmente a partir de polimeros e
séo subdivididas em dois grupos dependendo da origem dos polimeros, natural ou sintética
(Gomes et al. 2005; Roda 2008). As fibras ndo naturais obtidas a partir de polimeros
naturais como a celulose sao também conhecidas como fibras regeneradas. As fibras nédo
naturais em que os polimeros sdo de origem sintética sdo conhecidas como fibras
sintéticas e tém uma origem organica (petréleo) (Gomes et al. 2005; Fletcher 2008).

Varios exemplos de materiais usados no fabrico de fibras téxteis sédo apresentados na

ilustracao 1.
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Fibras téxteis

Naturais N&o naturais
I I
I [ ] I I ]
Animais Vegetais Minerais Regeneradas Sintéticas Inorganicas
Secrecdo Semente . Celulésicas Poliamida .
- —  Amianto . — — Vidro
—| ¢landular (algodao) —|(Viscose, Modal, (nylon)
(seda) Lyocell)
Pélo (14, CauIeA(Iinho, Poliester || Metal
{ caxemira, | []Pambucanhamo, | | Proteicas | [ (Polietileno
Mohair) juta, rami) (Caseina, soja) tereftalato)
. |H ceramica
Folha (sisal) Poliéster —| Poliacrilonitrilo
— biodegradavel
(acido polilatico)
Fruto (coco, -
banéna, —  Polivinil
ananas) Alginato
— (acetato,
triacetato)
— Polipropileno
— Borracha

| | Policloreto de
vinilo (PVC)

llustracédo 2: Classificagdo geral das fibras téxteis (adaptado de Gomes et al. 2005; Fletcher 2008).
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O consumo mundial de fibras téxteis foi variavel ao longo dos anos, como demonstrado
na ilustracdo 2. Desde 1992 o maior pico de consumo foi em 2007, tendo sido consumidas
em todo o mundo 67 736 milhdes de toneladas. A industria téxtil, acompanhando a
recessao que a partir de 2008 assombrou varios paises da Europa, baixou o consumo de
téxteis tendo tido uma quebra na ordem dos 4,3%. Um novo pico foi observado em 2010,
em gue foram consumidas 69 728 milhdes de toneladas (Organizagédo das Nacdes Unidas
para Alimentacdo e Agricultura 2013—-FAO).

As fibras consumidas também variaram ao longo dos anos. Facilmente se observa que
as fibras mais consumidas séo o algodéao e as fibras sintéticas nao celulésicas, sendo que
as fibras sintéticas tiveram um grande aumento entre 2006-2010. Para além destas fibras
existem outras que sdo consumidas em menor quantidade como a 1a, linho e fibras
celulésicas (llustracdo 2 e 3) (Organizacdo das Nagbes Unidas para Alimentacdo e
Agricultura 2013).

Segundo o estudo da FAO, comparando os dois picos mais evidentes (2007 e 2010), é
possivel concluir que em 2010 houve uma diminuicdo do consumo de algodao, 14 e fibras
celulésicas evidenciando um aumento das fibras sintéticas, relativamente a 2007
(llustracéo 3). O linho foi a unica fibra que n&o sofreu nenhuma alteragdo nesse periodo,
sendo que o seu pico de consumo foi atingido em 2005 em que 0 seu consumo rondava

709 toneladas (Organizagédo das Nac¢des Unidas para Alimentacdo e Agricultura 2013).

80 T
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1992 1996 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010

D Algod&o . L& . Linho .Fibras celuldsicas D Fibras sintéticas (n&o celuldsicas)

llustragdo 3: Evolugédo do consumo de fibras téxteis no mundo (milhdes de toneladas) (Adaptado de Organizacédo das
Nag¢des Unidas para Alimentacdo e Agricultura 2013).
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2010

2007

D Algodéo . L& D Linho .Fibras celuldsicas . Fibras sintéticas (n&o celulésicas)

llustracéo 4: Consumo dos diferentes tipos de fibras téxteis no mundo (percentagem) (adaptado
de Organizacao das NagOes Unidas para Alimentacao e Agricultura 2013).

Tendo em conta a sustentabilidade e o impacto da producéo de fibras naturais e ndo
naturais no meio ambiente, observou-se um aumento na procura de fibras artificiais
biodegradaveis a base plantas, as quais sdo consideradas autossustentaveis, como o
poliéster biodegradavel (acido polilatico) e fibras de soja (Fletcher 2008).

As fibras téxteis mais utilizadas para o fabrico de vestuério, calcado, equipamento
médico e em téxteis-lar sao as fibras sintéticas como o nylon e poliéster e as fibras naturais

que incluem o algodéo, linho, seda e |1a (Perera et al. 2013; Walentowska e Flaczyk 2013).

3.1.1 Algodéo

O algodao, a fibra natural vegetal mais importante para a indUstria téxtil, € usado ha
mais de 7000 anos. Esta fibra é a Unica que é constituida por cerca de 90 a 95% de celulose
(Mangat 2009).

O algodao é utilizado pela industria sob a forma de fios, fibras, tecidos e roupas, sendo
a formacao de tecidos o seu uso principal. Esta fibra esta presente em téxteis-lar, téxteis
médico-cirdrgicos, roupa interior, roupa desportiva e roupa profissional, como por exemplo,
batas. A origem vegetal do algodao torna-o mais suscetivel ao ataque por microrganismos,
uma vez que apresenta estrutura porosa hidroéfila que retém agua, oxigénio e nutrientes,
criando o ambiente ideal para a sua proliferacédo. O algodao é das fibras mais suscetiveis
aos ataques de bactérias e fungos (Mangat 2009; Gutarowska e Michalski 2012; Boryo
2013).
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3.1.2 La

A l1a é uma fibra natural caracterizada pela sua elevada resisténcia, isolamento térmico e e
capacidade de absorver humidade. Esta fibra é capaz de absorver 50% da humidade sem
que esta seja sentida. A sua estrutura histolégica € complexa sendo constituida por
cuticula, membrana celular e cortex. Quimicamente, este polimero biolégico é constituido
por trés tipos de queratinas, as que tem alto teor de enxofre, as que tem baixo teor de
enxofre e as que tem alto teor de tirosina. A | é ainda caracterizada pela sua elevada
resisténcia a alongamentos e fatores ambientais como a biodegradagéo. No entanto,
quando esta fibra é transformada num téxtil sofre processamentos quimicos e mecanicos
gue aumentam a sua suscetibilidade aos ataques por microrganismos. A biodegradacao
da 14 é assinalada pelo aparecimento de manchas, perda de forca e libertagdo de um cheiro
caracteristico, a enxofre (apenas em condigbes anaerodbias). Os microrganismos que
conseguem crescer neste polimero e degrada-lo tém capacidades queratinoliticas e
proteoliticas (Aluigi et al. 2008; Gutarowska e Michalski 2012; Bharath et al. 2014).

3.1.3 Bambu

O bambu é uma planta cultivada essencialmente na Asia, cresce rapidamente e pode
ser cultivado sem qualquer adicdo de pesticidas. Na industria téxtil, as fibras de bambu tém
uma aplicacgédo relativamente recente. Para a sua obtengdo existem dois métodos, um dos
guais é obter a fibra de bambu diretamente da planta de bambu através de métodos
quimicos e fisicos e o outro, é a sua obtenc¢éo a partir do bambu artificial em que as fibras
sao obtidas a partir da celulose do bambu, num processo semelhante ao fabrico da viscose.
O segundo método é o mais utilizado para obter fibras de bambu. O bambu é constituido
essencialmente por celulose, tal como todas as fibras de origem natural (Yueping et al.
2010).

Esta fibra € considerada sustentavel e 100% biodegradavel, tem boa absorcdo de
humidade e boa permeabilidade, apresentando ainda um toque suave e propriedades
antimicrobianas naturais, ou seja, sao adquiridas da propria fibra. Esta Gltima caracteristica
despertou o interesse da indastria téxtil e a sua aplicacdo na indastria ainda se encontra
em estudo (He et al. 2007).
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3.1.4 Poliéster

As fibras de poliéster séo fibras sintéticas que no ano de 2000 dominavam o mundo da
indastria téxtil, tendo sido o seu consumo de aproximadamente 18 milhdes de toneladas
nesse ano. As suas caracteristicas essenciais sao o0 baixo custo, a facilidade de produgéo
a partir de fontes petroquimicas, a resisténcia incluindo as lavagens e ndo se enrugarem
facilmente. Estas fibras podem ser utilizadas como fibras continuas ou descontinuas e a
sua aplicacao é variavel. Podem ser aplicadas em téxteis-lar, roupas de desporto, téxteis
de vestuario, entre outros. O poliéster mais utilizado na industria téxtil € o polietileno
tereftalato (PET) (Mcintyre 2005; Gutarowska e Michalski 2012). O PET é resistente a
biodegradacdo por fungos e bactérias, contudo, quando exposto durante muito tempo a
microrganismos pode ver diminuida a sua resisténcia e sofrer degradacgéo (Gutarowska e
Michalski 2012).

3.2 Processamento do material téxtil

Os téxteis sdo materiais formados por fibras e apresentam estruturas diferentes de
acordo com o material e 0 método utilizado no fabrico (Roda 2008).

O fabrico de um artigo téxtil inicia-se com a selecdo da matéria-prima, nomeadamente
as fibras (Vieira, 2006; Roda 2008). Segue-se o0 processo de preparacao da fibra (Gomes
et al. 2005), o qual compreende trés fases essenciais:

e Limpeza ou depuragao: consiste na separacao da fibra das restantes matérias a
que esta possa estar ligada, como por exemplo folhas ou sementes (etapa realizada

ao longo de todo o0 processo).

e Preparacdo: baseia-se na mistura de outros componentes necessarios as fibras,
de modo a que o produto final figue com as caracteristicas pretendidas. Esta

mistura no final deve ser homogénea.

e Fiacdo: As fibras sofrem o processo de fiacdo, o qual consiste na sua
transformacdo em fio com o comprimento e massa previamente definidos. Nesta
etapa as fibras séo ligeiramente torcidas e alongadas simultaneamente, criando
assim fio.

As caracteristicas mais importantes no fio sdo a resisténcia, a elasticidade, a tor¢cao e o
titulo. A torcdo permite que as fibras se mantenham juntas durante a formacao do fio,
podendo ser designada por “S” ou “Z”, dependendo se a tor¢do é para o lado direito ou
esquerdo respetivamente. A resisténcia do fio é dependente da torcdo aplicada, assim com

0 aumento da torcdo aumenta também a resisténcia do fio até um determinado valor. O
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titulo é a relacé@o entre a massa e o comprimento do fio, dando origem a espessura do fio
(Gomes et al. 2005).

ApoOs a fiagdo pode ser realizada a tecelagem ou a tricotagem. A tecelagem consiste na
producéo de tecido e a tricotagem na producéo de malhas. O tingimento e a estampagem
Sao outros processos que podem ser aplicados nos téxteis (Gomes et al. 2005).

Para que o material téxtil esteja preparado para ser utilizado pelo consumidor procede-
se a ultima etapa, os acabamentos. Os acabamentos sdo operagdes que permitem dar aos
téxteis caracteristicas adicionais como o brilho, o toque e a cor, entre outros, podendo cada
téxtil ser submetido a um ou mais acabamentos (Troficolor Téxteis 2013).

Existem dois grandes grupos de acabamentos, 0s mecanicos e 0s quimicos, como

demonstrado na tabela 2.

Tabela 2:Tipos de acabamentos, mecénicos e quimicos (adaptado de Troficolor Téxteis 2013).

Acabamentos Mecanicos Acabamentos Quimicos
Gasagem Lavagem
Cardacgao Amaciamento
Mercerizacdo Antibacterianos
Esmerilagem Antifngicos
Laminagem Anti-pilling
Calandragem Anti-feltragem
Compactacao Easy care/ Wash and wear/ no iron
Ramolagem

A transformacdo que as fibras téxteis sofrem até ao produto téxtil final encontra-se

resumida na ilustragéo 4.

3.3 Téxteis técnicos

Producéo Producéao Producgéo
Fio Tecido Produto
Fiacao Tecelagem Cortar-fazer-montar
Malha
Entradas > . > . > . > Saidas
matéria-prima F I b ra F I O TeC I d O produtos
energia agua residual
agua Processos de acabamento lixo solido
quimicos Desengomagem, lavagem, branqueamento, tingimento, impressao ::“iss"’es para o

mao-de-obra

llustragdo 5: Processo de transformacéo das fibras téxteis num produto téxtil (adaptado de Fletcher 2008).
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Os téxteis técnicos sdo produzidos de acordo com as suas caracteristicas funcionais e
desempenho técnico, ficando as propriedades estéticas para segundo plano. Em suma, é
um material fiboroso que responde as exigéncias mecanicas, térmicas, elétricas e de
durabilidade que permite a sua adaptacao a func¢des técnicas, como por exemplo téxteis
resistentes a chamas. S&o utilizados normalmente em tecidos, malhas e n&o tecidos
(Horrocks 2000; Carvalho 2004). Estes téxteis englobam diferentes setores da industria
tais como, vestuario de protecao, dispositivos médicos, produtos para cuidados de saude,
materiais de construcdo, componentes para automoveis, geotéxteis, dispositivos agricolas
e material de desporto (Carvalho 2004).

A maioria dos téxteis técnicos tém uma estrutura bidimensional (2D), no entanto a
indUstria também j& utiliza téxteis técnicos com uma estrutura tridimensional (3D). Embora
os téxteis 3D tenham surgido no século XIX, s nas ultimas décadas tém sido utilizados.
Este tipo de téxteis pode ser aplicado em diferentes areas como na industria automével,
indastria do calgado, em especial nas sapatilhas de desporto, téxteis-lar como colchdes e
ainda em alguma roupa interior (Yip € Ng 2008). Os téxteis tridimensionais possuem duas
camadas distintas (inferior e superior), interligadas por uma camada conectora que se
encontra a cerca de 90 graus das outras duas camadas (Bruer et al. 2005).

Os téxteis com propriedades antimicrobianas inserem-se no grupo de téxteis técnicos e
tém como principal funcéo a destruicdo dos microrganismos, principalmente bactérias e
fungos, que na presenca de humidade podem provocar a descoloracdo dos téxteis e causar
odores desagradaveis. Este tipo de téxteis comecgou a ser desenvolvido em 1867, quando
Lister demostrou a relagédo que existia entre as doencas e 0 material téxtil e, desde entéo,
varios téxteis com diferentes antimicrobianos foram desenvolvidos (Sun e Worley 2005).

A crescente sensibilizacdo dos consumidores para os problemas de salde e estéticos
causados pelo crescimento de microrganismos em materiais téxteis aumentou o consumo
de téxteis com propriedades antimicrobianos. Na sequéncia desse fendmeno, a industria
sentiu necessidade de desenvolver novas estratégias de incorporacdo de antimicrobianos
nos téxteis e de procurar novos produtos com propriedades antimicrobianas, como sera

abordado ao longo do trabalho (Sanchez 2006).
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4. As fibras téxteis: da sua biodegradacao a sua protecao

4.1 Principais microrganismos nos materiais téxteis

Os téxteis podem ser expostos a microrganismos durante a producdo, 0 uUso ou 0 seu
armazenamento, podendo causar-lhe alteracbes. Os principais microrganismos
responsaveis pelo ataque as fibras téxteis sdo as bactérias e fungos (Szostak-Kotowa
2004; Heine et al. 2007; Wilkie et al. 2014).

As bactérias sdo microrganismos procariotas de pequenas dimensdes observadas
apenas através do microscopio. A sua forma é variavel, podendo apresentar-se como
bacilos (em forma de bastonete), cocos (forma esférica ou oval), cocobacilos, em forma de
virgula e em espiral (Vasanthakumari 2007). Apresentam uma estrutura simples, no
exterior tém ou podem ter, pili ou fimbrias (permitem a fixacdo da bactéria ao meio), capsula
(protege a bactéria), flagelos (tém a forma de hélice e auxiliam na mobilidade bacteriana),
parede celular (composta por peptidoglicano, da forma e rigidez a célula) e membrana
citoplasmética (barreira permeavel que controla a passagem de materiais para o
citoplasma) e no interior contém citoplasma, ribossomas e nucleoide (Vasanthakumari
2007). A parede celular das bactérias permite a sua distingdo entre bactérias de Gram-
positivo e de Gram-negativo (Pommerville 2011). As bactérias de Gram-positivo
apresentam uma parede celular espessa constituida essencialmente por peptidoglicano,
elemento importante para a estrutura e sobrevivéncia em condi¢fes adversas (Murray et
al. 2010; Pommerville 2011). Estas bactérias contém ainda acidos teicbicos e acidos
lipoteicdicos. Os acidos teicbicos sao fatores de viruléncia bacteriana (Pommerville 2011).
Estes acidos sdo soluveis em agua e constituidos por polimeros aniénicos e fosfatos de
polidis que estdo ligados ao peptidoglicano (Murray et al. 2010). Os acidos lipoteicéicos
sdo considerados antigénios de superficie (Murray et al. 2010).

As bactérias de Gram-negativo possuem parede celular mais complexa que as bactérias
de Gram-positivo (Murray et al. 2010). A sua parede contém duas camadas externas a
membrana citoplasmatica. Na camada externa a seguir & membrana celular existe uma
fina camada de peptidoglicano, a camada externa € assimétrica e constituida
essencialmente por lipopolissacarideo (LPS) no folheto externo (Murray et al. 2010;
Pommerville 2011). O LPS induz a producédo de febre, sendo capaz de causar choque
sético (Murray et al. 2010).

A identificacdo da espécie bacteriana € realizada através da reagdo ao Gram, forma,
mobilidade e testes bioquimicos (Vasanthakumari 2007).

As bactérias para crescerem apresentam variadas exigéncias nutricionais e ambientais.

A nivel nutricional as bactérias necessitam de energia, carbono, nitrogénio, fésforo,
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enxofre, vitaminas, metais e fatores de crescimento organicos. Os fatores ambientais
necessarios ao seu desenvolvimento incluem o pH, oxigénio, temperatura, didxido de
carbono (COy), luz e humidade (Vasanthakumari 2007).

Diariamente o ser humano contacta com bactérias, elas existem no préprio Homem,
alimentos, agua, ar e na roupa. A pele de um individuo saudavel ndo contém bactérias
patogénicas, uma vez que as bactérias comensais da pele reduzem o pH, criando assim
condi¢cbes para que 0s microrganismos patogénicos ndo se consigam alojar (Walter et al.
2014)., em 2008, concluiram que existe uma relacdo de simbiose entre as bactérias
comensais da pele e o ser humano, no entanto quando o0 Homem tem o0 seu sistema
imunitéario debilitado, as bactérias patogénicas conseguem ultrapassar esta barreira e
provocar infegdes. As infe¢Bes bacterianas sdo uma grande preocupagéo em varias areas
principalmente em &reas hospitalares porque as bactérias estdo mais resistentes aos
antibidticos (Mufioz-Bonilla e Fernandez-Garcia 2012).

Os téxteis sdo também uma preocupacdo para 0s investigadores, uma vez que
diariamente estdo em contacto com a pele do Homem em vérias situagfes incluindo
ambientes hospitalares (Mufioz-Bonilla e Ferndndez-Garcia 2012; Romano et al. 2012). As
principais bactérias encontradas no téxtil sdo Escherichia coli (E. coli), Klebsiella
pneumoniae (K. pneumoniae), S. aureus e P. aeruginosa (Murray et al. 2010).

Os fungos sdo organismos eucariotas e englobam as leveduras, bolores ou fungos
filamentosos e cogumelos (Coad et al. 2014). A parede celular dos fungos é constituida
essencialmente por B-glucanos, quitina e mananas (Lipke e Oval 1998). A sua estrutura e
composicao variam de acordo com a espécie, ciclo de vida e condi¢gbes ambientais de cada
fungo (Bartnicki-Garcia 1968). O ergosterol, presente na membrana celular dos fungos e
estabilizador desta bicamada fosfolipidica, € um componente particular da célula fangica e
constitui o alvo preferencial de acdo para os antifungicos (Kalia et al. 2013).

O desenvolvimento de fungos depende de fatores abidticos tais como: quantidade de
agua, temperatura, pH, oxigénio, CO; e luz. O crescimento ndo depende de um Unico fator,
mas sim dos varios fatores que atuam em simultaneo, tornando as condi¢fes ideais para
0 seu crescimento e proliferagdo. Os fungos podem ser encontrados na maioria dos nichos
ecoldgicos particularmente no solo (Santos et al. 1998).

A reproducéo dos fungos pode ser efetuada por processos assexuados e/ou sexuados,
através da formacédo de esporos ou da fragmentagdo das hifas que constituem o micélio, e
é responsével pela propagacao dos fungos (49).

Os fungos sdo responsaveis por micoses humanas de maior ou menor grau de
gravidade, dependendo da localizacdo da infecao, do estado imunolégico do individuo
afetado, do fungo envolvido, entre outros fatores. As micoses mais graves e sistémicas

estdo normalmente associadas a individuos que tém o seu sistema imunitario reduzido
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(Havlickova et al. 2008). As infecdes fungicas da pele e das unhas sao classificadas como
micoses superficiais e nas Ultimas décadas a sua frequéncia tem aumentado atingindo
cerca de 20-25% da populacdo mundial (Heine et al. 2007; Havlickova et al. 2008).

As fibras téxteis encontram-se muitas vezes em contacto com o solo, onde existem
fungos como os dermatofitos. Os dermatofitos constituem um grupo particular de fungos
filamentosos que se desenvolve a custa da queratina humana ou animal e capazes de
causarem infecdes nos tecidos queratinizados, dando origem as dermatofitoses ou tinhas
(Barry e Hainer 2003). As dermatofitoses sao atualmente um grave problema de salde
publica sendo provocadas por fungos do género Microsporum, Trichophyton e
Epidermophyton (Sajomsang et al. 2012). Estes fungos patogénicos proliferam a
temperaturas entre os 25°C-28°C e em condi¢cdes humidas ou quentes, sendo as roupas
apertadas um bom meio de proliferagdo. Trichophyton rubrum (T. rubrum) tem sido
apontado como o dermatéfito mais comum em paises desenvolvidos, sendo responsavel
por cerca de 70% das dermatofitoses, e particularmente da patologia conhecida por pé de
atleta (Tinea pedis) (Chen e Friedlander 2001; Havlickova et al. 2008; Seebacher et al.
2008). O pé de atleta estd também associado a outros dois dermatdfitos, Trichophyton
mentagrophytes e Epidermophyton floccosum. (Havlickova et al. 2008). As infegbes
causadas por dermatofitos podem ser transmitidas de pessoa para pessoa, de animais
para pessoa ou indiretamente através do contacto com objetos contaminados. O contacto
direto da pele com téxteis contaminados como meias, toalhas, sapatos e roupa da cama
sdo considerados parte da cadeia de infecdo (Hammer et al. 2012). Recentemente foi
demonstrado que T. rubrum consegue transferir-se de superficies contaminadas para nao
contaminadas. Foi demonstrado que o contacto de téxteis contaminados com téxteis nao
contaminados, durante o armazenamento no cesto de roupa suja ou a lavagem a baixas
temperaturas, permite a sua proliferacdo, sendo este estudo relevante para a populacéo
gue tem pé de atleta. O dermatdfito pode ficar alojado nos téxteis, por exemplo nas meias,
mesmo apos a sua lavagem podendo causar reinfegdo (Hammer et al. 2012).

As leveduras, nomeadamente Candida albicans (C. albicans), estdo também implicadas
em infe¢Bes fangicas superficiais. C. albicans € um patogénico oportunista capaz de
originar candidiases cutdaneas ou mucocutaneas. Co-infegcbes entre leveduras e
dermatofito, como Microsporum canis, podem ocorrer (Jung et al. 2007). A associag¢ao de
bactérias em casos de micoses superficiais, quer por leveduras quer por dermatofitos, séo
também uma situacao a considerar (Barry e Hainer 2003; Dias et al. 2013).

Para além dos fungos e bactérias referidos, existem outros microrganismos que
pertencem a estes dois grupos e sdo capazes de contaminar as fibras téxteis provocando

infegcbes no Homem, como enumerado na tabela 3.
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Tabela 3: Principais microrganismos capazes de contaminar diferentes fibras téxteis (adaptado de Gutarowska e Michalski
2012; Mufioz-Bonilla e Fernandez-Garcia 2012).

Staphylococcus spp. ( S. epidermidis); Bacillus spp. (B. mesentericus, B.
subtilis, B. cereus, B. mycoides, B. megaterium); Pseudomonas spp. (P.
» aureofaciens, P. chlororaphis, P. paucimobilis, P. cepacia); Serratia spp.;
Bactérias ) . Linho, Seda,
Flavobacterium spp.; Corynebacterium spp., Arthrobacter spp. Algoddo, Poliamida

Aspergillus spp. (A. flavus, A. fumigatus, A. niger, A. terreus, A. nidulans, A. Poliuretano e
Poliacrilonitrila

ustus, A. fischeri, A. auratus, A. carbonarius, A. proliferans, A. spinulosus);
F Penicillium spp. (P. funiculosum, P. raistrickii, P. biforme); Chaetomium
ungos
g spp. (C. cochlioda, C. globusom); Fusarium spp. (F. nivale, F. solani);

Rhizopus spp.; Alternaria alternata.

4.2 Mecanismo de degradacao das fibras téxteis por
microrganismos

Os fatores que permitem a colonizagéo dos téxteis séo diversos e dependentes das
caracteristicas das fibras, da sua degradacao e da espessura do fio. As préprias fibras
podem criar condi¢cdes que permitem a aderéncia dos microrganismos (Szostak-Kotowa
2004; Wilkie et al. 2014). A pele humana também cria condi¢des ideais para a fixagao e
desenvolvimento de bactérias e fungos, como a produc¢éo de suor, o qual cria um ambiente
quente e humido ideal para estes microrganismos (Gao e Cranston 2008). Existem outros
fatores que influenciam a degradacao das fibras, nomeadamente: o tipo de microrganismo,
o tipo de tecido, o grau de cristalinidade e o grau de orientacéo da fibra téxtil (Gutarowska
e Michalski 2012).

Para degradarem as fibras téxteis os microrganismos tém que conseguir aderir as fibras
e manter a sua ligagdo. Assim, a adesdo microbiana é o passo inicial para ocorrer a sua
degradagdo (Falkiewicz-Dulik et al. 2010; Sedlarik 2013). A ades&do bacteriana é
caracterizada por trés parametros relacionados entre si (Szostak-Kotowa 2004; Sedlarik
2013):

e Bactérias (a estirpe, o crescimento bacteriano, condi¢des nutricionais, carga
a superficie);

e Superficie do material (composi¢ao quimica, carga de superficie e tipologia);

e Ambiente circundante (pH, temperatura, humidade, presenca de oxigénio,
outros compostos organicos e inorganicos).

A adesao bacteriana pode originar a formacéo de biofilmes. O biofilme € um conjunto
de bactérias cobertas por um invélucro que as protege contra as agressdes externas. Nos

biofilmes as condi¢des séo ideais para a reproducdo bacteriana podendo atingir 150 mm
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de espessura (Lackner e Guggenbichler 2013). A formacdo de um biofilme compreende
cinco etapas (Sedlarik 2013) representadas na ilustracdo 5:

1- Fase inicial: as bactérias encontram-se a superficie interagindo com a
superficie do téxtil (fase reversivel);

2- Adeséo priméria: ocorre uma fixacao estavel das bactérias a superficie;

3- Formacéao de microcoldnias: as bactérias em condi¢cdes ideais dividem-se
e formam novas coldnias, aumentando assim o nimero de geragoes;

4- Formacdo do biofilme: as bactérias produzem compostos extracelulares,
normalmente baseados em polissacarideo. Toda a superficie é entdo coberta pelo
composto extracelular formando um biofilme;

5- Fase de distribuicdo: o crescente aumento de bactérias no interior do
biofilme leva a sua rutura, havendo propagacdo das bactérias pelo ambiente
circundante.

Foi demostrado que a dose letal de antibiéticos para eliminar bactérias num biofilme é cem
vezes superior a necessaria para eliminar bactérias livres. Assim, o biofilme constitui uma
protecdo para a multiplicagdo das bactérias, e a sua eliminagdo é extremamente dificil
(Lackner e Guggenbichler 2013; Sedlarik 2013).

Fase 1: Adesao Fase 2: Colonizagdo Fase 3: Formacgao do
biofilme
Bactéria - e e O
P ~__ > D E; : :_L Outros microrganismos
] J v T

——

— =l = | &S
Substrato

llustracdo 6: Evolucdo esquematica de um biofilme. Fase 1: adesé&o priméria da bactéria ao substrato; Fase 2: Formagéo de
microcoldnias (colonizacéo); Fase 3: Formagéo do biofilme (adaptado de Ghosh 2006).

De um modo geral, os microrganismos conseguem atacar as fibras téxteis, e outros

materiais, de acordo com o esquematizado na ilustracéo 6:

Reducéo de =
Adesdo a Proliferacéo } _ ) grag i Producéo de
superficie de de células Produgéo de Biodegradaca polimerizac&o produtos.
: microbianas enzimas 0 do material ; degradaveis
um material dos polimeros

dos materiais (odores)

llustracdo 7: Processo de degradagdo dos microrganismos nos téxteis (adaptado de Falkiewicz-Dulik et al. 2010).
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Existem dois mecanismos possiveis para a degradacao dos téxteis, a via quimica em
que h& producao de amoénio, nitrato, sulfureto de hidrogénio e acidos organicos e a via
enzimatica que envolve a atividade das lipases, esterases, proteases e ureases (Lucas et
al. 2008).

A celulose é o principal hidrato de carbono das fibras vegetais e 0 seu teor nos téxteis
depende do tipo de fibra. Por exemplo, no algodéo a celulose representa cerca de 94% da
sua constituicdo. Na celulose as varias unidades de glucose podem constituir longas
cadeias antiparalelas, formando regibes cristalinas, ou podem dispor-se enroladas,
formando regides amorfas (Gutarowska e Michalski 2012).

A biodegradacdo da celulose resulta do processo de hidrélise enzimética provocada
pelos fungos ou bactérias (Gutarowska e Michalski 2012). Durante o ataque microbiano
atuam trés tipos de enzimas que hidrolisam a celulose para libertar a glucose. A glucose é
usada como fonte de carbono para os microrganismos se desenvolverem. A quebra dos
residuos dissacarideos nas moléculas terminais, ndo redutoras da regido cristalina, é
realizada pela exoglucanase ou celobiohidrolase, sendo esta a primeira enzima a atuar. A
segunda enzima, a endoglucanase, quebra os oligossacarideos da regidao amorfa de uma
forma aleatéria. Por fim, a B-D-glucosidase hidrolisa a celobiose, a celotriose e em menor
escala alguns oligossacarideos da glucose (Szostak-Kotowa 2004). A principal fungéo
destas enzimas é a diminuicdo do grau de polimerizacao, resultando na perda de
resisténcia mecanica dos téxteis (Arshad e Mujahid 2011). A quebra hidrolitica da celulose
em fibras naturais s6 ocorre ap0s a destruicdo da camada da cuticula (Szostak-Kotowa
2004; Gutarowska e Michalski 2012). A taxa de degradacédo da celulose esta diretamente
relacionada com a taxa de cristalinidade. Assim, celulose amorfa é mais suscetivel ao
atague microbiano do que celulose cristalina, dependendo ainda de outros fatores como
do grau de orientacdo e da presenca de substancias nao celuldsicas na fibra (Arshad e
Mujahid 2011).

Os tecidos de origem vegetal (natural) sdo mais suscetiveis ao ataque de
microrganismos porgue tem uma estrutura porosa hidréfila que retém agua, oxigénio e
nutrientes, criando o ambiente ideal para a sua proliferacdo. Os nutrientes podem ter
origem nos produtos utilizados no acabamento téxtil, tal como derivados de amido,
proteina, gorduras e 6leos (Gutarowska e Michalski 2012; Boryo 2013). As fibras néo
naturais celulésicas tém um baixo grau de cristalinidade e uma elevada capacidade de
retencdo de 4gua, por isso, e tal como o algoddo, sdo mais favoraveis a degradacéo por
bactérias e fungos (Gutarowska e Michalski 2012).

Os tecidos de origem animal sdo mais resistentes a biodegradacao do que os tecidos
de origem vegetal, no entanto 0s processos quimicos e mecanicos a que sao sujeitos

durante a sua preparacdo diminuem a sua capacidade de resistirem aos microrganismos
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(Boryo 2013). As fibras artificiais como o poliéster que séo obtidas por polimerizacdo séo
resistentes a biodegradacao (Gutarowska e Michalski 2012).

Os microrganismos podem degradar todo o téxtil ou deteriorar apenas uma pequena
area, no entanto, mesmo que a destruicdo seja s6 na superficie da fibra rapidamente

aparecem manchas ou odores desagradaveis que indicam a sua presenca (Boryo 2013).

4.3 Importancia dos acabamentos antimicrobianos nos téxteis

O ser humano encontra-se em contacto permanente com um grande e variavel nimero
de bactérias, fungos e virus. Estes microrganismos, na sua maioria patogénicos, podem
existir na 4gua, solo, alimentos e também nos materiais téxteis que contactam diretamente
com a pele do Homem. As doengas consideradas infeciosas sdo responsaveis por um
elevado nimero de mortes e assumem um papel preponderante na area hospitalar onde
se regista o maior numero de infecdes (El-Rafie et al. 2005).

As fibras téxteis sdo um excelente meio para a proliferacdo de microrganismos e ao
longo das ultimas décadas a ciéncia dedicou-se a pesquisa de antimicrobianos e fabricagéo
de materiais com propriedades antimicrobianas para diversas areas como 0s téxteis,
dispositivos médicos, produtos higiénicos e usados nos cuidados de saude (Islam et al.
2013; Ravindra et al. 2010; Yusuf et al. 2012).

O algodao como referido anteriormente, é mais suscetivel aos ataques microbianos que
as fibras sintéticas. No entanto s@o estas as fibras escolhidas para fabricar, por exemplo
roupas interiores e roupas de desporto. Por esta razdo no algodao sao aplicados diversos
produtos antimicrobianos para melhor a sua resisténcia aos microrganismos (Ravindra et
al. 2010; Walentowska e Flaczyk 2013).

A proliferagdo microbiana compromete a estética, a higiene e funcionalidade do material
téxtil e, para além destes inconvenientes, pode ainda provocar doencas no consumidor
(Gao e Cranston 2008; Walentowska e Flaczyk 2013).

As infecBes sdo uma constante preocupacao, de forma a combater as infecdes com
provavel origem nos materiais téxteis foram desenvolvidos antimicrobianos. A sua
aplicacdo em téxteis ndo é recente, na antiguidade os Egipcios usavam especiarias e ervas

para proteger as teias das mumias (Islam et al. 2013).
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4.3.1 Téxteis hospitalares e cirurgicos

Os hospitais séo considerados os locais ideais para a propagac¢ao de microrganismos e
os téxteis estdo presentes em diversas areas das unidades de saude, podendo ser uma
importante fonte de contaminacé@o entre profissionais de saude e utentes (Ahmed et al.
2014; Walter et al. 2014).

Devido ao estado débil da maioria dos pacientes que se encontram em unidades de
saude, nomeadamente em hospitais, as infe¢des podem ser transmitidas entre pacientes.
Os procedimentos cirdrgicos invasivos sao apontados como novas portas de entrada aos
microrganismos (Gomes 2004). Em ambiente hospitalar a transmissédo de infecbes é
essencialmente por via aérea, podendo ocorrer também por contacto direto ou indireto
através de materiais contaminados como, por exemplo, as luvas (quando néo trocadas
entre pacientes) (Borkow e Gabbay 2008) .

Varios estudos mostraram que superficies contaminadas nos cuidados de satde podem
causar contaminacdes cruzadas podendo estar associadas a transmissé@o de organismos
patogénicos (Pyrek 2013). A propagacdo da hepatite e do HIV através do contacto com
materiais contaminados foi um impulso para o reconhecimento da necessidade de usar e
desenvolver produtos téxteis com caracteristicas antimicrobianas (Islam et al. 2013).

O ser humano dissemina constantemente microrganismos, uma investigacdo sobre um
surto provocado pelo virus Norwalk em 1983, revelou que a cama onde os pacientes foram
tratados era um fator de risco para a propagacdo da patologia (Gustafson et al. 1983).
Atualmente sabe-se que a proliferagdo de microrganismos no pijama e nos proprios lencgoéis
de pacientes internados em unidade de saude é elevada. Estes microrganismos podem
transmitir-se através de aerossois ou através do contacto direto (Borkow e Gabbay 2008).

Em 2000 Neely e o seu colaborador, procuraram determinar o tempo de sobrevivéncia
de bactérias de Gram-negativo em tecidos e plasticos utilizados diariamente nos hospitais.
Utilizou sete tipos de amostras que incluiu toalhas, roupas de algodao, fardas, cortinas,
fatos de compressao, aventais plasticos e protetores de teclados, que foram inoculados
com as bactérias P. aeruginosa, E. coli, K. pneumoniae, Serratia marcescens, Proteus
mirabilis, Acinetobacter spp. e Enterobacter spp. Concluiram que a sobrevivéncia dos
microrganismos nos diferentes materiais era dependente da bactéria, do in6culo e do
material testado (Neely e Maley 2000).

Noskin e os seus colaboradores, também em 2000, avaliaram a sobrevivéncia de
enterecocos resistentes a vancomicina (VRE) em 10 cadeiras de diferentes tecidos, para
determinar qual seriam os melhores estofos para utilizar em areas de saude. Neste estudo
concluiram que os VRE tém uma elevada taxa de sobrevivéncia e que podem ser

transferidos para as maos e ambiente, servindo de reservatério para a transmissdo de
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infecbes associadas a cuidados de saude (IACS) (Noskin et al. 2000). As cortinas utilizadas
para separar as camas dos utentes nas enfermarias tém-se revelado também uma
preocupacdo. Um estudo realizado por Ohl e os seus colaboradores em 2012, com o
objetivo de determinar a prevaléncia e o tempo de sobrevivéncia das bactérias. Concluiram
qgue 92% dos cortinados estudados tinham contaminagdo ao final de uma semana,
incluindo a presenca das bactérias MRSA e VRE (Ohl et al. 2012).

A preocupacdo dos profissionais de saude centra-se essencialmente nas IACS,
estimando-se que 5% de todos os pacientes internados sdo contaminados durante o
internamento. Estas infecbes s@o provocadas essencialmente por S. aureus, P. aeruginosa
e E. coli (Panlilio et al. 1992).

As IACS séo consideradas uma ameacga porgue as bactérias MRSA e VRE entre outros
tém aumentado nos Estados Unidos e na Europa. Estes microrganismos conseguem
persistir durante meses em superficie tornando-se uma fonte continua de transmisséo
(Borkow e Gabbay 2008). Os surtos hospitalares de infe¢cdes por S. aureus e MRSA tém
ocorrido essencialmente em salas de cirurgia, cuidados intensivos, unidade de queimados
e unidades de ortopedia (Borkow e Gabbay 2008)

Os fungos também estéo presentes nas unidades de saude e Neely e Orloff em 2001,
no seu estudo procuraram perceber se tecidos e plasticos poderiam funcionar como
reservatorios para os fungos como C. albicans. Determinaram a capacidade dos fungos
para sobreviver em cortinas, toalhas, protetores de teclado, aventais de plastico e fardas.
Estes investigadores concluiram que Aspergillus e Mucor sobreviveram 26 dias, Candida,
Fusarium e Paecilomyces sobreviveram durante 5 dias. Dentro do género Candida, C.
parapsilosis resistiu durante 30 dias e C. albicans, C. tropicalis e C. krusei tiveram um
tempo médio de vida de 1-4 dias. Concluiram ainda que os fungos se mantém viaveis
durante cerca de 19,5 dias em materiais sintéticos como poliéster, polietileno e poliuretano
e cerca de 5 dias em fibras naturais como o algodao (Neely e Orloff 2001).

Estes estudos mostraram a importancia do uso de matérias téxteis com propriedades
antimicrobianas em ambiente hospitalar. Borkow e os seus colaboradores, em 2008, ja
tinham reconhecido que as taxas de infe¢Bes hospitalares, principalmente por bactérias
resistentes a antibiéticos, estdo a aumentar e que o uso de téxteis antimicrobianos pode
reduzir significativamente a carga microbiana nestes ambientes e consequentemente
diminuir as IACS.
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4.3.2 Téxteis de vestuario profissional

O vestuario profissional é considerado “todo aquele equipamento destinado a ser
envergado por colaboradores de uma instituicdo ou empresa, apenas e somente durante
o periodo de trabalho, de forma a resguardar e proteger dos riscos suscetiveis de construir
uma ameacga a sua segurancga, higiene e saude durante o exercicio das suas atividades”
(Valério et al. 2013).

Diferentes estudos tém sugerido que ha contaminacdo nas roupas dos profissionais de
saude, nomedamente em batas e fardas, sendo apontados como vetores de contaminacao
(Pyrek 2013).

Morgan e os seus colaboradores, em 2012, procuraram avaliar o papel da contaminacgao
ambiental na transmissao de bactérias multirresistentes nos profissionais de salde. O seu
estudo incluiu diferentes profissionais de salde como enfermeiros, fisioterapeutas,
médicos, terapeutas ocupacionais e técnicos de agdo médica. Concluiram que dos 585
contactos entre paciente e profissionais de saude, 120 resultaram em infe¢cdes provocadas
pelas luvas ou pelo vestuario de protecdo (Morgan et al. 2012). Nesse estudo, a bactéria
Acinetobacter baumannii foi a encontrada com maior frequéncia (32,9%), seguida de P.
aeruginosa (17,4%), VRE (13,9%) e por fim os MRSA (13,8%).

Um outro estudo, realizado também em 2012 por Munoz-Price e seus colaboradores,
com objetivo de determinar a contaminacao entre as maos dos profissionais de saude e o
seu vestuario de protecéo (batas e fardas), mostrou que havia crescimento bacteriano em
103 maos, ou seja, em cerca de 86% dos profissionais testados. As bactérias encontradas
foram S. aureus (11%), Acinetobacter spp. (6%), Enterecocos (2%) e bactérias da flora
comensal da pele (70%). A presenca destes microrganismos nas maos foi associada a
uma maior probabilidade de presen¢a desses mesmos microrganismos nas batas (Munoz-
Price et al. 2012).

Outros investigadores concluiram que 60% do vestuario hospitalar se encontra
colonizado por bactérias patogénicas, incluindo bactérias resistentes a antibiéticos (Pyrek
2013). Estudos anteriores ja tinham demostrado a presenca de bactérias neste tipo de
vestudrio ao avaliarem as fardas de 57 enfermeiros em 5 areas hospitalares diferentes e
gue assistiram utentes com MRSA, VRE e Clostridium difficile (Perry et al. 2001). Os
vestudrios de prote¢éo foram avaliados no tempo zero, ou seja no inicio do turno, e no final.
Os autores concluiram que no final do turno, 31 das amostras, ou seja 54%, foram positivas
para uma ou mais bactérias (Perry et al. 2001). Osawa e colaboradores, no seu estudo de
2003, concluiram que 79% das batas se encontravam colonizadas por MRSA (Osawa et
al. 2003).
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O uso de téxteis antimicrobianos, mesmo no vestuario de protegdo, permite reduzir a
carga microbiana possivelmente existente (Pyrek 2013). Um estudo de Mariscal e
colaboradores, em 2011, avaliou a agdo antimicrobiana de um tecido tratado com prata
para uso em ambientes de cuidados de saude tendo os autores concluido, que ao contrério
de outros tecidos antimicrobianos usados no setor da saude, este permitiu reduzir
significativamente o numero de microrganismos incluindo as bactérias resistentes a

antibidticos (Mariscal et al. 2011).

4.3.3 Téxteis para calcado

Os pés tém mais glandulas sudoriparas que qualguer outra parte do corpo, produzindo
assim uma maior quantidade de suor. De acordo com a literatura o pé humano produz
cerca de 2,5 a 3 g de suor por hora e, além disto, os sapatos sdo geralmente fechados e
com pouco permeabilidade ao ar e & agua criando as condi¢des ideais para a proliferacéo
de microrganismos. A humidade no interior do calcado pode chegar a 96-100%, e no final
de um dia de trabalho as palmilhas podem ser um local com condi¢des Gtimas para o
desenvolvimento de microrganismos (Peng et al. 2011; Irzmanska et al. 2012; Sanchez-
Navarro et al. 2013; Rodriguez et al. 2014).

Os microrganismos que se desenvolvem nas palmilhas dos sapatos, para além dos
problemas estéticos que acarretam como o mau odor, podem também comprometer a
saudade dos pés. Em pessoas com Ulceras devido a doencas crénicas como a diabetes, a
presenca de microrganismos nos pés pode implicar o desenvolvimento de infecdes
(Sanchez-Navarro et al. 2013).

Um estudo realizado na Pol6nia, com cerca de 2000 pessoas, mostrou que mais de 50%
da populacédo em estudo tem alteracfes patoldgicas na pele dos seus pés, nomeadamente
micoses. Os microrganismos observados no cal¢ado séo E. coli, S. aureus, T. rubrum, C.
albicans e B. subtilis (Peng et al. 2011; Irzmanska et al. 2012).

Estudos epidemiolégicos realizados pela Unido Europeia revelaram a necessidade das
palmilhas conferirem propriedades antimicrobianas de forma a impedir o desenvolvimento
de microrganismos na interior do calgado (Irzmanska et al. 2012).

O desenvolvimento de pé de atleta ocorre essencialmente em locais com bastante
humidade e, por isso, é de esperar 0 seu aparecimento em situacfes de meias e calgados
hamidos, principalmente em calgado desportivo (Teufel et al. 2010). A solucao para evitar
o desenvolvimento de infecBes flngicas € o uso de agentes antimicrobianos, tanto no
calcado (palmilhas) como nas meias. O calcado deve ainda ter condicbes para que a

temperatura e a humidade no seu interior ndo seja superior a 28°C-34°C e 60-65%
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respetivamente, ou seja, deve haver um controlo do microclima no interior do calgado. O
suor € um parametro mais dificilmente controlavel, uma vez que varia de individuo para
individuo, bem como a sua atividade ao longo do dia (Hammer et al. 2012; Irzmanska et al.
2012).

4.4 Requisitos para um tratamento antimicrobiano

As fibras téxteis sdo na sua maioria atacadas pelos microrganismos quando ha
presenca de humidade e por isso, a industria implementou como medida preventiva do
problema o controlo da humidade. Contudo, esta medida ndo se mostrou
eficiente/suficiente, tendo sido necesséria a introducdo de antimicrobianos na industria
téxtil com o objetivo de reduzir o crescimento e transmissdo de microrganismos (Puwar e
Joshi 2004; Uddin 2014).

O tratamento antimicrobiano num téxtil deve cumprir 0s seguintes objetivos: controlar a
proliferacdo dos microrganismos; impedir a descoloracéo e formagédo de manchas; a perda
de qualidade dos téxteis e evitar a formagéo de odores e infegbes por microrganismos
patogénicos (Risti¢ et al. 2011; Pannu 2013).

Alguns téxteis exigem um elevado nivel de eliminacdo de microrganismos, requerendo
0 uso de um antimicrobiano de largo espetro, enquanto noutros apenas € necessaria a
reducdo de microrganismos ativos. A velocidade de eliminagdo dos microrganismos
depende da aplicabilidade, podendo ser rapidos (segundos) ou lentos (horas) (Esteves
2009). Os compostos antimicrobianos aplicados em materiais téxteis devem apresentar
uma baixa toxicidade para os consumidores, ser eficientes contra um amplo espetro de
microrganismos e eliminar seletivamente os microrganismos indesejados. Devem ainda
cumprir a legislagdo, sendo necessario realizar testes de citotoxicidade antes de serem
comercializados (Ye et al. 2006; Gao e Cranston 2008). Os antimicrobianos também devem
ter um efeito duravel aos processos de lavagem, secagem e engomagem, sendo este o
maior desafio da indastria. Os téxteis passam inumeras vezes pelos processos
anteriormente referidos ao longo da sua vida (Ye et al. 2006; Gao e Cranston 2008).

Outros critérios para a sele¢do do antimicrobiano sdo o baixo custo, ndo produzir
substancias nocivas para 0 meio ambiente, manter a aparéncia e qualidade do téxtil e ser
compativel com o processamento téxtil habitual (Gao e Cranston 2008; Risti¢ et al. 2011).
Por fim, os acabamentos antimicrobianos ndo devem eliminar a flora comensal da pele,
uma vez que 0s microrganismos existentes na pele reduzem o pH, criando um ambiente
desfavoravel para microrganismos patogénicos, e a sua eliminagdo pode ser prejudicial

para o consumidor (Elsner 2006; Ye et al. 2006).
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Os requisitos para a selecédo do antimicrobiano dependem ainda da utilizacéo final do

produto. Nos téxteis que estardo em contacto com a pele é importante ter atencédo a

toxicidade do antimicrobiano, enquanto no caso de téxteis exteriores, por exemplo toldes,

€ importante a foto estabilidade do composto usado (Windler et al. 2013).

Os antimicrobianos podem uma fungdo “cida” ou “estatica” sobre os microrganismos,

em que no primeiro caso ocorre a morte e no segundo ha apenas uma paragem ou inibigcdo

do crescimento (Windler et al. 2013; Patel e Desai 2014). Existem diversos tratamentos

antimicrobianos que séo aplicados nos diversos téxteis, tal como evidenciado na ilustracéo

7.

Tratamento bactericida

Tratamento germicida

3

3

Tratamento antimierobiano
1- Tratamento higienico para téxteis-lar =& Dasodorizants
2- Tratamento antimicroblano para téxtels técnicos

— l ™~

Tratamento fungicida ¥  Tratamento antimicotico——* Tratamento fungistatico

+——— Tratamento antibacteriano —— Tratamento bacteriostatico

llustracdo 8: Diagrama de tratamentos antimicrobianos aplicados nos téxteis (adaptado de
Ramachandran et al. 2004).

O efeito de cada tratamento antimicrobiano encontra-se descrito na tabela 4.

Tabela 4: Tratamentos antimicrobianos aplicados em téxteis (adaptado de Troficolor Téxteis 2013).

Tratamento

Efeito

Tratamento bactericida

O principal efeito é a destrui¢céo das bactérias.

Tratamento bacteriostatico

destruigéo.

Inibe o crescimento das bactérias ja presentes sem causar a sua

Tratamento antibacteriano

Inclui o tratamento bactericida e o tratamento bacteriostatico.

Tratamento fungicida

Utiliza substancias que eliminam os fungos presentes.

Tratamento fungistatico

Inibe o crescimento dos fungos ja presentes sem causar a sua destruigdo.

Tratamento antimicético

Inclui o tratamento fungicida e fungistatico.

Tratamento germicida

Destroi os germes.

Tratamento desodorizante

Previne o desenvolvimento de odores.
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4.5 Métodos de aplicacdo dos antimicrobianos nos materiais téxteis

Existem diversas possibilidades quimicas e fisicas para a producdo de téxteis
antimicrobianos, mas a sua aplicacdo depende do agente ativo e do tipo de fibra em que
vai ser incorporado (Gao e Cranston 2008; Shahidi e Wiener 2012).

Os téxteis com propriedades antimicrobianas apresentam varios requisitos, como
referido anteriormente, sendo a durabilidade do acabamento antimicrobiano um requisito
fundamental devido as multiplas lavagens a que os téxteis estdo sujeitos ao longo da sua
vida (Mao e Lawrence 2001). Para aumentar a permanéncia do composto antimicrobiano,
a industria téxtil recorre a diferentes tecnologias nomeadamente a incorporacdo do
antimicrobiano nas fibras, aplicacdo a superficie da fibra e ligacdo quimica a fibra
(ilustracdo 8) (Gao e Cranston 2008).

e * o o o0

o s o o oo

#0-0-0-0-0-0~

(a) (b) (<€)
llustragdo 9: Métodos de aplicagdo dos antimicrobianos nos materiais téxteis. a) O agente

antimicrobiano encontra-se incorporado nas fibras; b) aplicado na superficie da fibra; c) ligado
quimicamente as fibras (adaptado de Risti¢ et al. 2011).

No processo de incorporacdo, o antimicrobiano pode ser adicionado durante os
acabamentos ou incorporado na solucéo de polimeros antes da fiacdo ou da extrusao por
via humida. A substéncia ativa encontra-se no interior da fibra téxtil e tem de migrar para a
superficie. A sua libertacdo deve ser lenta, de forma a garantir que fique ativa durante o
periodo de utilizacdo (Gao e Cranston 2008). Este método é adequado apenas para fibras
sintéticas (Risti¢ et al. 2011).

Para aplicar o antimicrobiano a superficie da fibra sédo utilizados métodos como o
conventional exhaust (esgostamento) e pad-dry (impregnacédo) (Risti¢ et al. 2011). Este
método tem a vantagem de poder ser aplicado em todos os téxteis, tanto naturais como
sintéticos, no entanto, a sua desvantagem € a durag&o da atividade do antimicrobiano ser
dependente da sua afinidade com a fibra (Gao e Cranston 2008; Patel e Desai 2014). No
método de impregnacdo (pad-dry) o tecido € imerso numa solugdo que contém o

antimicrobiano e passado pelo folar que fixa o antimicrobiano e retira o excesso de solugéo
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(Patel e Desai 2014). No método por esgotamento (conventional exhaust) a aplicacdo é
feita através de jatos ou num tambor de tingimento e o antimicrobiano tem que estar numa
determinada quantidade para permanecer o tempo pretendido na fibra (Patel e Desai
2014). As ciclodextrinas (CDs) séo oligossacarideos com uma superficie exterior hidrofila
e um interior hidrofobico que permite reter um grande nimero de compostos lipofilicos,
dependo do seu tamanho e peso molecular. Na industria téxtil estdo a ser estudadas para
serem aplicadas a superficie de fibras, nomeadamente em fibras de algod&o. Alguns
estudos mostraram que as CDs quando aplicadas sobre o algoddo néo alteraram as
propriedades hidréfilas da celulose. A sua aplicacédo continua em estudo (Shahidi e Wiener
2012).

Na ligacdo quimica as fibras téxteis a imobilizagdo do antimicrobiano é total, constituindo
um método em que se obtém maior durabilidade da atividade antimicrobiana. Nesta
metodologia a inibicdo ocorre quando h& contacto do microrganismo com a superficie do
material téxtil e exige 0 uso de grupos reativos adequados. A maior durabilidade é obtida
em fibras celulésicas, 1a e fibras sintéticas (Mao e Lawrence 2001). Neste método foram
desenvolvidos diferentes procedimentos para aplicar os antimicrobianos nas fibras téxteis
tais como, solugdes coloidais, nanoparticulas, processos sol-gel, reticulacdo do agente
sobre a fibra utilizando um agente de reticulagéo (Risti¢ et al. 2011).

4.6 Mecanismo de a¢do dos antimicrobianos

O mecanismo de ag&o dos antimicrobianos depende da sua natureza e da concentragédo
da substéncia ativa, enquanto a sobrevivéncia dos microrganismos depende do tipo de
microrganismo e da integridade da célula (Gao e Cranston 2008).

A concentragdo de antimicrobiano no téxtil € dependente do tipo de antimicrobiano, da
sua finalidade, da estrutura do tecido e do método de impregnacao. A concentracao minima
inibitéria (CMI) verifica a atividade biostatica, enquanto a concentra¢do minima letal (CLM)
revela a atividade biocida dos antimicrobianos (Risti¢ et al. 2011).

Os antimicrobianos exercem a sua acao por um mecanismo que é dependente do
antimicrobiano e do microrganismo. Assim, pode ocorrer degradacado da parede celular ou
inibicdo do seu metabolismo, bloqueio da reproducdo das células, alteracdo da
permeabilidade da membrana citoplasmatica, desnaturacdo das proteinas ou inibicdo da
sintese de acidos nucleicos impedindo a acdo enziméatica, como representado na ilustracao
9 (Schindler e Hauser 2004; Gao e Cranston 2008).
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Libertaqéo de ides —» @ Oxidacao de proteinas
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de Oxigénio

Danos no DNA

Interrupcao do transporte de eletrdes

llustracdo 10: Diferentes métodos para a inibigdo dos microrganismos (adaptado de Li et al. 2008).

Uma célula microbiana contém varias enzimas responsaveis pelo seu metabolismo. A
membrana citoplasmatica, como referido anteriormente, é semipermeavel e permite manter
a integridade da célula, controlando seletivamente a passagem de substancias entre o
interior da célula e o exterior. A membrana citoplasmatica funciona como uma camada
protetora e participa em processos fisiologicos, sendo por isso a sua destabilizagéo, um
dos principais mecanismos utilizados pelos antimicrobianos policatiénicos. Estes
antimicrobianos afetam a membrana citoplasmética da seguinte forma: adsor¢do a
superficie da célula microbiana, difusédo através da parede celular, ligagdo a membrana
citoplasmética, rutura da membrana citoplasmatica, libertacdo de componentes
citoplasmaticos como ides potassio (K+), DNA e RNA e no final podem levar a morte da
célula (Puwar e Joshi 2004; Risti¢ et al. 2011).

Os agentes antimicrobianos podem atuar de duas formas diferentes, por contacto ou
por difusdo. Por contacto, as substancias antimicrobianas estédo ligadas quimicamente a
superficie da fibra, ndo existindo a possibilidade de libertacdo ou migracdo para as areas
envolventes (Simoncic e Tomsic 2010; Timofeeva e Kleshcheva 2011). A ligacdo a
superficie da fibra permite a maior duragdo do agente antimicrobiano mas néo garante que
este mantenha a sua atividade ao longo da vida do téxtil (Simoncic e Tomsic 2010). Este
método apresenta as seguintes vantagens: age apenas sobre microrganismos a superficie
da fibra, hd uma menor possibilidade de desenvolvimento de resisténcia e apresenta maior
duracéo a lavagem (um antimicrobiano deve resistir, em média, a 40 lavagens) (Timofeeva
e Kleshcheva 2011; Patel e Desai 2014). Os antimicrobianos que atuam por contato
apresentam algumas desvantagens nomeadamente o uso de produtos quimicos que
podem afetar a biocompatibilidade, como por exemplo, o glutaraldeido e a epicloridrina.
Estes compostos quando usados em téxteis com finalidades médicas afetam a
biocompatibilidade entre a fibra e o dispositivo médico. Podem ainda bloquear os grupos
funcionais responsaveis pela acdo antimicrobiana o que o pode tornar inativo, mesmo que

presente a superficie (Risti¢ et al. 2011).
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Nos antimicrobianos que atuam por difusdo, as substancias séo libertadas de forma
controlada no interior da fibra ou na superficie do tecido, sendo conhecidas por leaching e
0 antimicrobiano ndo se encontra quimicamente ligado as fibras. Nesta técnica o principal
objetivo é prevenir a deterioragcdo do téxtil. Este método permite a eliminacdo dos
microrganismos na superficie da fibra assim como no meio envolvente. E considerado um
método eficiente quando aplicado na superficie da fibra. Contudo, como 0os compostos
antimicrobianos tém de migrar do local onde foram aplicados para o exterior do tecido ha
diminuicdo da eficacia e duracao do tratamento (Puwar e Joshi 2004; Risti¢ et al. 2011;
Timofeeva e Kleshcheva 2011). Os compostos antimicrobianos podem ser aplicados antes
ou durante o processo de fiacdo (Schindler e Hauser 2004; Simoncic e Tomsic 2010; Risti¢
et al. 2011). Este tratamento apresenta como desvantagens a possibilidade de afetar a
flora bacteriana normal da pele, dar origem a alergias, erupgdes cutaneas e/ou irritagoes e
possui pouca duracao a lavagens, pois ndo se encontra ligado a fibra. Como se liberta na
agua pode eliminar a flora existente nas aguas residuais necessarias para o seu tratamento
e ha maior probabilidade de desenvolvimento de resisténcia (Schindler e Hauser 2004;
Simoncic e Tomsic 2010; Risti¢ et al. 2011).

4.7 Compostos antimicrobianos nos materiais téxteis

De acordo com a literatura, os agentes antimicrobianos séo classificados de diferentes
formas de acordo com o mecanismo de acdo do composto, da eficiéncia, da composicao
guimica e da resisténcia a lavagem (Dring 2003; Schindler et al. 2004).

Nas Ultimas décadas observou-se um grande desenvolvimento de agentes
antimicrobianos que conferem atividade antimicrobiana, no entanto a maioria destes
agentes tem o mecanismo de agéo por difusédo, e portanto a concentracdo ativa diminui
gradualmente ficando abaixo da CMI, e libertam para o ambiente substancias toxicas.
Atualmente foram desenvolvidos antimicrobianos que, devido ao seu mecanismo de acao
e as suas propriedades, nao libertam substancias téxicas para o ambiente nem para o
consumidor como o triclosano e agentes bioativos naturais. Estes Ultimos estdo a
conquistar a industria téxtil devido as suas caracteristicas e boa capacidade antimicrobiana

(Murugesh Babu e Ravindra 2015). Alguns destes antimicrobianos seréo descritos a seguir.
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4.7.1 Compostos antimicrobianos sintéticos

Os agentes mais utilizados na indastria téxtil sdo os compostos quimicos e portanto
acarretam riscos para o ambiente e para o Homem. A utilizacdo destes compostos pode
dar origem a resisténcias aos antimicrobianos e a poluicdo dos efluentes devido as
elevadas quantidades de compostos quimicos aplicados nos téxteis e a baixa ligagdo com
as fibras téxteis, o que permite a sua libertacdo durante as lavagens (Gouveia 2010; Risti¢
et al. 2011).

Segundo a diretiva 98/8/CE os antimicrobianos quimicos pertencem a categoria Il e
incluem 134 substancias ativas. As substancias ativas que podem ser utilizadas na
indUstria téxtil sdo subdividas em 8 grupos de compostos quimicos, homeadamente:
compostos inorganicos, compostos de azoto, fenol e os seus derivados, compostos de
halogéneo e os seus derivados, compostos oxidantes, alcoois, aldeidos e acidos organicos
e seus derivados (Gutarowska e Michalski 2012).

Os antimicrobianos sintéticos/quimicos abordados a seguir séo: metais e sais metalicos,
polihexametileno de biguanida (PHMB), triclosano, N-halamina, composto de amoénio
quarternario (QCAS) e corantes sintéticos.

a) Metais e sais metalicos

Os metais como o cobre, zinco, cobalto, cadmio e mercurio sao bons agentes
antimicrobianos e a industria téxtil tem aplicado estes metais em produtos téxteis para Ihes
conferir atividade antimicrobiana, uma vez que sdo metais pesados e mesmo em baixas
concentracdes sao téxicos para 0s microrganismos. Apesar das caracteristicas destes
metais, 0 mais utilizado é sem dlvida a prata. Este metal tem sido explorado pela industria
téxtil, no entanto as cores do téxtil sdo afetadas de forma negativa pela prata (Gao e
Cranston 2008; Risti¢ et al. 2011). As nanopatrticulas de prata s&o um método utilizado pela
indUstria téxtil para eliminar os microrganismos. A prata quando entram em contato com a
humidade da pele ou com fluidos de uma ferida, liberta os i6es de prata que danificam o
RNA e o DNA bacteriano impedindo assim a replicacéo (Risti¢ et al. 2011). Nas fibras
sintéticas as nanoparticulas de prata podem ser aplicadas antes da extrusdo, enquanto
nas fibras naturais s6 pode ser aplicado na fase de acabamento e, por isso, estdo ser
estudadas varias estratégias para aumentar a absor¢éo e durabilidade destes compostos
em fibras naturais (Shahidi e Wiener 2012). A prata apesar de ser apontada como um bom
antimicrobiano, em varios estudos foi evidenciada a preocupacdo com as resisténcias

bacterianas (Risti¢ et al. 2011).
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b) Polihexametileno de biguanida (PHMB)

Os compostos de PHMB sao aminas poliméricas cationicas com atividade biocida
conhecida (Simoncic e Tomsic 2010). Sdo aplicados como desinfetante em piscinas e
como antisséticos em hospitais e industrias alimentares. A sua aplicacdo como
antimicrobiano em téxteis esta indicada para materiais a base de celulose como fibras de
algodéo e 1& (Shahidi e Wiener 2012). Estes compostos séo eficazes contra bactérias de
Gram-positivo, de Gram-negativo e fungos. A sua aplicacdo em fibras téxteis é realizada
por esgotamento ou por impregnacdo (Gao e Cranston 2008; Risti¢ et al. 2011). Estes
compostos atuam na parede celular das bactérias causando a sua rutura. A sua
caracteristica antimicrobiana ja era bastante conhecida noutros campos e atualmente ja

existem pensos de feridas comerciais a base de PHMB (Risti¢ et al. 2011).

c) Triclosano

O triclosano (2,4,4-tricloro-2-hidoxidifenil éter) € um composto fendlico que inibe o
crescimento microbiano, essencialmente por inibicdo da sintese de &cidos gordos e
enzimas. Este antimicrobiano € utilizado essencialmente na protecao dos filtros industriais
e como acabamento téxtil € usado em meias, toalhas e téxteis-lar. A sua incorporagéo nas
fibras tem sido feita com uso de ciclodextrinas para aumentar a sua eficacia (Risti¢ et al.
2011). Apesar da sua capacidade antimicrobiana, este composto foi proibido em alguns
paises da Unido Europeia, devido a elevada resisténcia bacteriana observada (Gao e
Cranston 2008).

d) N-halamina

Os compostos de N-halamina sédo desinfetantes de largo espetro e tém sido utilizados
no tratamento de agua. A sua capacidade antimicrobiana é atribuida as propriedades
oxidantes da halanina devido a ligacdo N-Cl (Gao e Cranston 2008). Nos estudos
efetuados, a N-halanina mostrou uma boa capacidade antimicrobiana em fibras de
poliéster, algoddo e em tecidos sintéticos. Apesar deste composto ser considerado
promissor na industria téxtil o seu odor desagradavel, a perda de forca e a descoloracéo
dos tecidos tem comprometido a sua utiliza¢éo pela industria (Gao e Cranston 2008; Risti¢
et al. 2011).
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e) Composto de aménio quarternario (QCAS)

Os compostos de amonio quarternario em particular aqueles que tém cadeias de
carbono com 12-18 atomos séo utilizados como desinfetante e como bacteriostatico em
material téxtil. A existéncia de uma carga positiva no atomo de azoto dos compostos
guarterndrios permite que no microrganismo seja observada uma série de danos na
membrana celular e desnaturacdo das proteinas. Este composto tem ainda a vantagem
dos grupos de amoénio quarternario ficarem intactos mesmo apds a inativacdo dos
microrganismos, mantendo a suas propriedades antimicrobianas. O algodao, 14, poliéster

e nylon sdo os principais téxteis onde este composto é aplicado (Gao e Cranston 2008).

f) Corantes sintéticos

Alguns dos corantes utilizados na industria para tingir os téxteis tém propriedades
antimicrobianas, como é o caso dos corantes metalicos. Por esse motivo, o tingimento e o
acabamento antimicrobiano podem ser conseguidos de forma combinada desde que
escolhido um corante que apresente dupla funcéo (Gao e Cranston 2008).

Uma série de corantes azo foram desenvolvidos através da reacdo de derivados de
cloreto de sulfenilamido diazénio e quando aplicados em la e nylon mostram bons
resultados tanto para o tingimento como para o efeito antimicrobiano. Uma outra estratégia
consistiu em fixar o composto bioativo num corante por meio de ligacdes covalentes, um
exemplo desta estratégia foram os corantes cationicos, a sua atividade foi diferente de
acordo com os téxteis em que foi aplicado (Gao e Cranston 2008).

Na tabela 5 encontram-se resumidos 0s principais antimicrobianos utilizados pela

indUstria téxtil, os microrganismos que inibem e os téxteis em que podem ser aplicados.

Tabela 5: Principais antimicrobianos utilizados pela industria téxtil (adaptado de Gutarowska e Michalski 2012).

Agente antimicrobiano Espetro de atividade Téxteis para aplicagao
Sais de fosfénio S. aureus e E. coli Algodéo
Metacrilato de glicidilo Lactobacillus plantarum Polipropileno
B —Ciclodextrina S. aureus
QCAs E. coli
Prata e C. albicans
Nanoparticulas de prata C. tropicalis
S. aureus Algodao
E. coli
K. pneumoniae

Streptococcus faecalis
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Nanoparticulas de di6xido S. aureus e E.coli La

de titdnio e nanoparticulas

de prata
Nanoparticulas de prata S. aureus Seda e Nylon
4-Vinilpiridina E. coli Polipropileno e Polipropileno de
algodéo
N-Halamina S. aureus e E. coli Algodao
Sais de amonio quarternario S. aureus, E. coli
Sais de fosfonio P. aeruginosa, B.
subtilis, B. cereus
Shigella spp., Salmonella typhi, Poliuretano
T. rubrum, C. albicans
A. flavus, Fusarium oxysporum
Nanoparticulas de prata S. aureus, E. coli e Poliéster, Policloreto de vinil,
Oxido de zinco P. aeruginosa Acetato de celulose Polipropileno,
Lidocaina Policaprolactona e Poliuretano
Di6xido de titanio
Oxido de Cobre S. epidermidis Fibra de fosfato de vidro
Triclosano S. aureus e E. coli Acido polilactico
Tetraciclina e Ciprofloxacina S. aureus, E. coli e Polipropileno
K. pneumoniae
Cefalosporinas S. aureus, E. colie Politereftalato de etileno
P. aeruginosa
Clotrimazol e C. albicans, P. funiculosum, Poliamida, Polipropileno e
Cetoconazol A. niger, A. repens e Poliéster

T. mentagrophytes

4.7.2 Compostos antimicrobianos naturais

O elevado uso dos antimicrobianos quimicos levantou questdes ecolégicas e 0s
investigadores encontraram nos produtos naturais um recurso para solucionar as essas
questdes ecoldgicas. Como sao seguros e ndo téxicos sao uma alternativa principalmente
para téxteis meédicos e cuidados de saude (Risti¢ et al. 2011; Islam et al. 2013).

Os produtos a base de plantas apresentam uma baixa incidéncia de reacdes adversas,
guando comparados com os produtos quimicos, e apresentam um baixo custo, por isso
tém sido apontados como a alternativa e chamados de quimica “verde”. Varias pesquisas
tém sido efetuadas de forma a testar os agentes bioativos das plantas (Joshi et al. 2009;
Simoncic e Tomsic 2010).

Os antimicrobianos naturais sdo, na sua maioria, extraidos de plantas como Aloe vera,
arvore-de-cha, 6leo de eucalipto e 6leo de tomilho. As plantas produzem diferentes
compostos chamados metabolitos secundarios. Os metabolitos secundarios séao

responsaveis pelas caracteristicas das plantas como a cor, aroma, sabor, entre outras.
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Alguns dos metabolitos secundarios apresentam atividade antimicrobiana, nomeadamente
0os compostos fendlicos, terpenos e alcaldides. A sua fungdo encontra-se evidenciada na
tabela 6. Os compostos fendlicos sdo o0 maior grupo com atividade antimicrobiana
conhecida, existindo dentro deste grupo subclasses de compostos como os fendis, acidos
fendlicos, quinonas, flavonas, flavondides e taninos que também apresentam atividade

antimicrobiana (Simoncic e Tomsic 2010; Stefanovic et al. 2012).

Tabela 6: Principais metabolitos secundarios das plantas responsaveis pela atividade antimicrobiana e o seu
mecanismo de a¢éo (adaptado de Joshi et al. 2009; Patel e Desai 2014).

Classe Subclasse Mecanismo de acédo

Fendlicos Fenol Degradagéo da membrana e privacao de substrato

Acidos fendlicos Inativagdo das enzimas, ligacdo as adesinas, e formagdo de

Quinonas complexos com a parede celular

Flavonoéides Inibicdo da transcriptase reversa

Flavonas

Flavonois Ligacdo com as proteinas, ligagdo as adesinas, inativagdo de
Taninos enzimas, privagdo de substrato, complexagdo de iGes metdlicos,

rutura da membrana e formacdo de complexos com a parede

celular
Cumarina Interacdo com o DNA
Terpendides
Alcaloides Intercalam-se na parede celular ou no DNA
Lectinae Formam pontes de dissulfureto
polipéptidos
Poliacetilenos Desconhecido

Como a maioria dos compostos identificados sdo coloridos, a industria utiliza-os como
corantes antimicrobianos sendo os pigmentos utilizados para tingir fibras naturais e
sintéticas (Simoncic e Tomsic 2010).

Estes antimicrobianos apresentam como principal desvantagem a fraca resisténcia a
lavagem, uma vez que a maioria dos antimicrobianos naturais utilizados ndo tem qualquer
ligacdo com a matéria téxtil. Para ultrapassar esta barreira a industria tem utilizado o
método de microencapsulacdo de forma a aumentar a durabilidade dos antimicrobianos a
base de plantas (Risti¢ et al. 2011).

Existem outros compostos antimicrobianos naturais cuja origem nédo sédo as plantas,

nomeadamente: aminoacidos, quitosano e corantes naturais.
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a) Aminoacidos

Os aminoacidos com propriedades antimicrobianas conhecidas sdo a sericina e a
cisteina. A sericina é uma proteina natural derivada do bicho-da-seda que é removida
durante a producéo de seda. E uma macromolécula com diferentes propriedades entre as
guais, resisténcia a UV, capacidade antimicrobiana, hidratacdo e capacidade antioxidante
(Joshi et al. 2009). A Cisteina € um aminoacido que quando aplicado em produtos téxteis
apresenta boa capacidade antimicrobiana contra bactérias de Gram-positivo e de Gram-
negativo sem qualquer fator de toxicidade para o Homem. Este efeito antimicrobiano é
conseguido através de pontes de dissulfureto entre os grupos tiol e as fibras (Gouveia
2010).

b) Quitosano

O quitosano é o polissacarideo mais abundante na natureza e é obtido a partir das
do crescimento de microrganismos. A sua atividade é afetada pela sua massa molecular e
grau de desacetilagdo (Shahidi e Wiener 2012; Murugesh Babu e Ravindra 2015).

As suas propriedades antimicrobianas sao associadas a sua natureza policatiénica, a
qual permite a interagdo com os residuos da superficie da membrana dos microrganismos
carregados negativamente. Esta interacdo provoca grandes alteracdes na superficie da
célula e na sua permeabilidade, levando a disperséo de substancias intracelulares. As suas
caracteristicas, para além da atividade antimicrobiana, sdo a nao toxicidade,
biodegradabilidade, biocompatibilidade e a boa capacidade de ligacdo a agua. Estas
caracteristicas tém despertado o interesse dos investigadores e tem sido aplicado em
diferentes areas incluindo na indastria téxtil (Joshi et al. 2009; Shahidi e Wiener 2012;
Murugesh Babu e Ravindra 2015).

O quitosano foi aplicado em fibras de |a para testar a capacidade de resisténcia ao
encolhimento dessas fibras. Este composto natural confere ao téxtil resisténcia ao
encolhimento e em paralelo um efeito antimicrobiano, considerando a boa atividade

demonstrada a esse nivel. (Gao e Cranston 2008).

c) Corantes naturais

Os corantes extraidos de diferentes plantas servem para tingir os téxteis e conferem-

Ihes propriedades antimicrobianas, sem apresentarem qualquer tipo de toxicidade. A
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presenca de taninos nos corantes confere-lhes uma boa atividade antimicrobiana
(Murugesh Babu e Ravindra 2015). Os corantes naturais também podem ser extraidos de
insetos, animais e minerais (Risti¢ et al. 2011). Um exemplo de corante natural é o extraido
das folhas da planta Henna (Lawsonia inermis). O corante extraido desta planta apresenta
um pigmento vermelho-alaranjado, o qual é designado também de Lawsonia inermis. Este
corante tem um efeito inibitério sobre bactérias de Gram-positivo e de Gram-negativo,
assim como noutros microrganismos envolvidos em infegdes com origem em feridas (Giri
et al. 2009).

d) Derivados de plantas

Aloe vera

A Aloe vera (Aloe barbadensis) pertence a familia Liliaceae, e a sua folha contém 200
compostos ativos, incluindo 20 minerais, 18 aminoacidos e 12 vitaminas. A sua boa
capacidade regenerativa é conhecida ha muitos anos e por isso tem sido utilizada em
cuidados de pele tais como, curativos de queimaduras e feridas (Joshi et al. 2009).

Mais recentemente foi descoberta a sua capacidade antifiingica e antibacteriana devido
ao polimero mucopolissacarideo, Acemannan, que Ihe confere estas duas propriedades e
ainda propriedades anti-tumorais (Joshi et al. 2009). Vérios estudos foram realizados para
determinar a sua atividade em produtos téxteis. Num desses estudos foi mostrado que
tecidos de algodéo tratados com Aloe vera pelo processo de esgotamento apresentaram
atividade antimicrobiana contra S. aureus, mantendo sua agdo mesmo apos 50 ciclos de

lavagem (Stefanovi¢ et al. 2012).

Oleo de eucalipto

Os Oleos essenciais produzidos pelas plantas sao responsaveis pelos seus aromas
caracteristicos, apresentando, para além disso, muitas propriedades terapéuticas. Alguns
Oleos tém revelado com boa capacidade antimicrobiana, sendo aplicados em varios
produtos terapéuticos e de higiene.

O Oleo essencial de eucalipto tem como principal componente o eucaliptol. Este
componente mostrou-se eficaz na eliminagédo de bactérias, fungos e virus, ajudando ainda
no tratamento da psoriase. Este 6leo € também anti-inflamatério, analgésico e antioxidante
(Joshi et al. 2009; Murugesh Babu e Ravindra 2015). O 6leo j& é aplicado em sabdes

comerciais, no entanto a sua aplicagdo em téxteis esta ainda a ser testada. Varios trabalhos
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mostraram que este 6leo € mais eficaz em 1& do que em algodéo (Joshi et al. 2009; Gouveia
2010; Murugesh Babu e Ravindra 2015).

Arvore-do-chéa (Tea Tree)

O arvore-do-ch& é um 6leo essencial obtido por destilacdo a vapor das folhas da planta
Melaleuca alternifolia, a qual tem a sua origem na Australia. Este 6leo contém 98
compostos sendo o terpineno-4-ol 0 composto com maior atividade antimicrobiana contra
E. coli, S. aureus, Pseudomonas vulgaris, Proteus microbilis, Helicobacter pylori e C.
albicans (Joshi et al. 2009; Murugesh Babu e Ravindra 2015).

O o6leo de arvore-do-cha é reconhecido mundialmente como um medicamento natural,
pois apresenta atividade anti-inflamatéria, antioxidante, anti-tumoral, e antiparasitaria
contra piolhos (Mondello et al. 2006; Joshi et al. 2009).

A sua atividade em produtos téxteis esta ainda a ser testada (Joshi et al. 2009).

Thymus vulgaris

Thymus vulgaris (T. vulgaris), vulgarmente conhecido por tomilho, pertente a familia
Lamiaceae. A sua utilizacdo € antiga e muito variada. Na farméacia é apontado como um
expetorante, sendo utilizado em cha e infusdes. Na area alimentar é utilizado como
conservante ou aromatizante (Chizzola et al. 2008).

Este 6leo essencial é rico em compostos fendlicos, particularmente o timol e o carvacrol
gue lhe conferem a elevada capacidade antimicrobiana e inseticida que lhe é atribuida. O
carvacrol esta associado a capacidade bacteriostatica e fungistatica que este 6leo

apresenta (Walentowska e Flaczyk 2013).

Outros produtos derivados de plantas

Na tabela 7 encontram-se descritos outros produtos naturais a base de plantas utilizados

como antimicrobianos e que foram descritos recentemente.
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Tabela 7: Antimicrobianos a base de produtos naturais (adaptado de Joshi et al. 2009; Stefanovi¢ et al. 2012; Murugesh
Babu e Ravindra 2015).

Plantas (Nome

Nome comum

Espetro de atividade

Principais compostos

botéanico) antimicrobianos

Familia Asteraceae Chicéria Bactérias Flavonodides, acidos

Cichorium Intybus Fungos fendlicos e taninos

Familia Lamiaceae Salva Bactérias Fendis, &cidos fendlicos,

Salvia officinalis Fungos taninos, flavonoéides e
Virus terpeno

Familia Lamiaceae Cidreira Bactérias Fendis, acidos fendlicos,

Melissa officinalis Fungos taninos e flavonoéides
Virus

Familia Lamiaceae Manjericdo selvagem Bactérias Polifenotis

Clinopodium vulgare

Familia Apiaceae Erva daninha do bispo Bactérias Flavondides

Aegopodium podagraria Fungos

Familia Fabaceae Erva-mata-pulgas Bactérias Flavondides

Dorycnium pentaphyllum

Familia Meliaceae Neem Bactérias de Gram-  Taninos

Azadirachta indica

positivo
Bactérias de Gram-

negativo

Familia Amaranthaceae

Chicote do diabo

Bactérias de Gram-

Taninos, flavondides e

Achyranthes aspera positivo fendis, alcaléides e
Bactérias de Gram-  saponinas
negativo

Familia Myrtaceae Oleo de cravo S. aureus Eugenol

Syzygium K. pneumoniae

Familia Fabaceae Feijao azuki Bactérias Polifendis

Vigna angularis

Familia Lythraceae Roma Bactérias e Fungos Polifendis e Flavondides

Punica granatum

Familia Fabaceae Sene S. aureus Fenol

Cassia angustifélia Klebsiella spp.

Familia Asteraceae Erva-de-touro Bactérias Flavondides

Tridax procumbens

4.7.3 Téxteis antimicrobianos comerciais

A industria téxtil desenvolveu e testou 0s agentes antimicrobianos, e com o0s
conhecimentos adquiridos e resultados evidenciados preocupou-se também em registar e
comercializar fibras antimicrobianas com diferentes agentes ativos. Nestes métodos os
agentes antimicrobianos s&o incorporados nas fibras antes da extrusao, ou sdo misturados
nas fibras durante a sua formag&o. Alguns dos agentes antimicrobianos nestes téxteis ja

foram descritos anteriormente, no entanto as fibras adquirem um nome comercial de
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acordo com o antimicrobiano utilizado, o fabricante e a fibra (Gouveia 2010; Gutarowska e
Michalski 2012). Na tabela 8 encontram-se descritos alguns dos atuais antimicrobianos

comerciais.

Tabela 8: Lista de alguns antimicrobianos e fibras antimicrobianas comerciais (adaptado de Simoncic e Tomsic 2010).

Nome comercial

Companhia

Agente ativo

Acticoat Smith & Nephew Agente baseado em prata nanocristalina
Agion Agion Agente baseado em zedlito de prata
Bactekiller® Fuji Chemical Agente baseado em iGes metalicos

Industries Ltd

Bactershield®

Sinterama

Fios de poliéster com um agente bacteriostatico

BiofresH™ Sterling Fibers, Inc. Fibras de acrilico com triclosano

Biosil Toyobo Agente baseado no QACs

Chitopoly® Fuji-Spinning Fibra de modal com quitosano

Crabyon® SWICOFIL Fibra de quitina/quitosano e viscose de celulose
Eosy® Unitika Agente a base de quitosano

FeelFresh® Toyobo Fibras acrilicas com ides metalicos antibacterianos
Irgaguard® (B5000, BASF (Ciba) Agente a base de prata para fibras sintéticas
B6000, B7000)

Irgaguard® F 3000 BASF (Ciba) Agente antifingico a base de benzimidazol
Irgaguard® 1000 BASF (Ciba) Agente a base de triclosano

Irgasan Sigma Aldrich Agente a base de triclosano

Microban® Microban international ~ Agente a base de triclosano para fibras sintéticas

Microsafe AM®

Hoechst-Celanese

Fibras de acetato com agente antimicrobiano

Nylcare Nylstar Mistura de fios de poliamida inteligentes com i6es de
prata
Rhovyl’As® Rhovyl Fibras com triclosano

Ruco-Bac AGL; EPA

Rudolf Chemie

Acabamento higiénico a base de sais inorganicos e

agentes tensioativos

Ruco-Bac CID Rudolf Chemie Agente antifungico a base de triazol

Ruco-Bac EXE Rudolf Chemie Agente antimicotico a base de QACs

SA 30® Kuraray Fibras de poliéster com antimicrobiano

Sanigard (DC,7500, 500) L.N.Chemical Agente a base do composto quaternario de
organosilano

Sanigard-CHF L.N.Chemical Agente a base de triclosano

SeaCell®active Smartfiber AG Fibra Seacell com ides de prata

Silpure Thomson

Research Associates

Agente a base de particulas de prata

SWICOFIL Ltd China Bambro Textile Fios e fibras & base de polpa de bambu
Co,,
Thunderon® Nihon Sanmo Dyeing Fibras acrilicas com cobre

Company
Ltd

Trevira bioactive®

Trevira the Fibre
Company

Agente a base de ides de prata

Ultrafresh

Thomson Research

Associate

Contém componentes ndo idnicos compativeis com

uma vasta gama de produtos
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4.8 Testes de atividade antimicrobiana nos materiais téxteis

Os téxteis antimicrobianos tornaram necessario o desenvolvimento de metodologias
gue avaliem a atividade antimicrobiana. Os testes usados tém duas funcfes essencias,
avaliar a eficacia relativamente as propriedades antimicrobianas (antibacterianas/
antifingicas) e garantir que a qualidade e desempenho do téxtil ndo se alteram com a
aplicacdo do composto antimicrobiano (Esteves 2009; Gutarowska e Michalski 2012).

O bom desempenho dos testes dependem da escolha do controlo, uma vez que num
téxtil onde é mostrada a existéncia de atividade antimicrobiana é necessario demostrar que
nesse mesmo téxtil sem tratamento e sob as mesmas condigdes haveria crescimento
bacteriano, do método de ensaio escolhido, do tamanho do téxtil e do microrganismo a
testar (Esteves 2009; Gutarowska e Michalski 2012).

Os testes que avaliam a atividade antimicrobiana séo divididos em dois grupos, os testes
qualitativos que permitem classificar qualitativamente o desempenho do téxtil e os testes
guantitativos que permitem quantificar a reducdo microbiana quando se encontra em
contacto com o téxtil (Gutarowska e Michalski 2012).

Os métodos qualitativos sdo na sua maioria baseados em testes de difusdo em agar.
Estes testes sdo considerados rapidos e de rastreio, contudo néo séo indicados para todos
0s téxteis, uma vez que o resultado depende da difusdo do antimicrobiano no agar (Risti¢
et al. 2011). O efeito da atividade antimicrobiana é avaliado de acordo com a area em que
nao é observado crescimento de microrganismos (Gutarowska e Michalski 2012).

Os testes quantitativos sdo mais dispendiosos em termos de preco e de tempo de
execugdo, mas, em contrapartida, sdo aplicados a todos os téxteis indicando o nivel
bactericida/fungicida do antimicrobiano, assim como permitem avaliar diferentes niveis de
tratamento na mesma amostra (Risti¢ et al. 2011).

Os testes quantitativos e qualitativos habitualmente utilizados para avaliar a atividade
antimicrobiana dos téxteis encontram-se descritos a seguir e 0s microrganismos a testar

podem ser substituidos por outros desde que haja adaptacéo da técnica.

4.8.1 Testes qualitativos

4.8.1.1 AATCC 147 - Avaliacdo da atividade antibacteriana em téxteis: método de
estrias paralelas
O AATCC 147 é um teste qualitativo que deteta a atividade bacteriostatica em materiais
téxteis. Neste caso € necessario que o antimicrobiano seja migratério, ou seja, tenha a
capacidade de difusdo em agar (American Assaociation of Textile Chemists and Colorists
2007).
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Nas placas de agar o microrganismo teste € semeado em 5 estrias paralelas,
posteriormente a amostra e 0s controlos sdo colocados em contacto intimo com as estrias,
e as placas sdo incubadas (American Association of Textile Chemists and Colorists 2007).
ApOs a incubagéo € observada visualmente a inibicdo do crescimento na zona adjacente
ao téxtil ou numa area em torno do téxtil indicando que o antimicrobiano se dissolveu no
meio de cultura e inibiu 0 microrganismo teste, como demonstrado na ilustracéo 10.

Este método é utilizado também para estimar a atividade antimicrobiana apés varias
lavagens (American Association of Textile Chemists and Colorists 2007).

O teste permite obter uma estimativa aproximada da atividade antimicrobiana através
da avaliacdo do tamanho da zona de inibicdo e a diminuicdo do tamanho das estrias
provocado pela presenca do antimicrobiano (American Association of Textile Chemists and
Colorists 2007; Biovation 2010).

Os principais microrganismos-teste utilizados neste método sdo S. aureus
ATCC®6538™ (bactéria de Gram-positivo) e K. pneumoniae ATCC®4352™ (bactéria de

Gram-negativo) (American Association of Textile Chemists and Colorists 2007).

llustragcédo 11: Resultado segundo a AATCC 147 com inibicdo
de crescimento de C. albicans na zona adjacente ao téxtil
(adaptado dos resultados do trabalho).

4.8.1.2 NP EN ISO 20645:2004 — Determinacéo da atividade antibacteriana: teste de
difusdo em agar

A 1SO 20645 é um método que determina o efeito de tratamento com antimicrobianos
aplicados em tecidos, malhas e outros téxteis planos (International Organization for
Standardization 2004).

Esta norma é aplicada também para testar também acabamentos de higiene hidrofilicos,
materiais permeaveis ao ar e produtos antimicrobianos incorporados nas fibras. Neste
procedimento, tal como no anterior, € necessario que o antimicrobiano migre na placa de

agar (International Organization for Standardization 2004).
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Na placa de agar existem duas camadas, a camada inferior é livre de qualquer
microrganismo, para a camada superior coloca-se 1 mL suspensao bacteriana com
concentragédo de 1-5x108 UFC/mL diluida em 150 mL de meio de cultura e posteriormente
coloca-se cerca de 5mL sobre a camada inferior. As amostras e controlos séo colocados
por cima da segunda camada e incubam (International Organization for Standardization
2004).

Ap6s a incubacdo as placas sdo observadas e para ser considerado efeito
antimicrobiano é necessaria uma zona de inibicdo igual ou superior a 1mm (International
Organization for Standardization 2004).

Neste método os microrganismos avaliados sdo S. aureus ATCC®6538™, E. coli
ATCC®11229™ (bactéria de Gram-negativo) e K. pneumoniae ATCC®4352™ (International

Organization for Standardization 2004).

4.8.1.3 AATCC 30- Atividade antifungica, avaliacdo em materiais téxteis: bolor e
resisténcia dos materiais téxteis

O método AATCC 30 é um teste qualitativo que permite determinar a suscetiblidade dos
materiais téxteis ao bolor e a degradacdo (apodrecimento) e avaliar a eficacia
antimicrobiana dos fungicidas em produtos téxteis (American Association of Textile
Chemists and Colorists 2001).

Este método contém quatro testes diferentes, conforme a finalidade (American
Association of Textile Chemists and Colorists 2001):

e Teste | — Soil Burial: este teste é utilizado em téxteis que irdo estar em
contacto com o solo, como é o caso de tendas de campismo ou toldos. Este teste
pode ser usado também para testar o efeito fungicida de um antimicrobiano
(American Association of Textile Chemists and Colorists 2001).

e Teste Il e lll - Cultura de agar: o teste Il é utilizado em materiais com
celulose que néo vao estar em contato com o solo e permite avaliar a resisténcia a
degradacdo. Este teste permite ainda testar a atividade fungicida de um
antimicrobiano. O microrganismo a testar é Chaetomium globosum (American
Association of Textile Chemists and Colorists 2001).

O teste Ill é utilizado em materiais téxteis em que o fungo Aspergillus niger €
importante.

Ap6s o procedimento os resultados sdo observados macroscopicamente e
microscopicamente, sendo necessario verificar apenas se ha ou ndo crescimento
(ATS-Labs 2004).
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e Teste IV - Humidade e suspensao de esporos: este método é utilizado

para determinar a eficacia fungistética de antimicrobianos destinados a controlar o

bolor e crescimento de fungos ndo patogénicos em materiais téxteis que se

encontram expostos ao ar (American Association of Textile Chemists and Colorists
2001).

Os organismos a testar sdo Aspergillus niger, Penicillium varians, Trichoderma

viride.
Estes testes podem ser utilizados em conjunto ou separadamente de acordo com a

finalidade do téxtil.

4.8.2 Testes quantitativos

4.8.2.1 AATCC 100 - Avaliacéo da atividade antibacteriana em materiais téxteis

Este método permite avaliar quantitativamente o grau de atividade antibacteriana do
material téxtil. Previamente, as amostras e controlos sdo submetidas ao método AATCC
147 (método qualitativo) e quando mostram atividade é que s&o avaliadas
guantitativamente (American Association of Textile Chemists and Colorists 2009).

O AATCC 100 permite medir a capacidade bactericida ou bacteriostatica do téxtil
antimicrobiano através do calculo da percentagem dos microrganismos reduzidos.

Neste método sdo usadas como bactéria teste K. pneumoniae ATCC®4352™ e S,
aureus ATCC®6538™ (American Association of Textile Chemists and Colorists 2009).

Os controlos e a amostra a testar sao inoculados com o0 microrganismo teste (a
suspensao bacteriana apenas toca no téxtil). Imediatamente apds o contacto é realizada
eluicdo numa solugdo neutralizante seguida de diluigbes. A amostra e controlos sao
semeados em placas de agar e colocadas a incubar durante 24 h a 37+2°C e
posteriormente é realizada a contagem dos microrganismos. E comparado o nimero de
microrganismos contados no teste com tratamento antimicrobiano e no controlo sem

tratamento (American Association of Textile Chemists and Colorists 2009).
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4.8.2.2 1SO 20743:2007 — Determinacdao da atividade antibacteriana em produtos
acabados

A ISO 20743:2007 € aplicada a todos os produtos téxteis, incluindo tecidos, estofos,
material de vestuario, material téxtil de decoracao entre outros bens, independentemente
do agente antibacteriano utilizado (orgéanico, inorganico, natural ou sintético) ou do método
de aplicacdo (International Organization for Standardization 2007).

A norma apresenta trés métodos distintos para determinar a atividade antimicrobiana, e
sdo escolhidos de acordo com a finalidade do téxtil. Os métodos sdo 0s seguintes
(International Organization for Standardization 2007):

e Método de absorcao: a suspensdo bacteriana é inoculada diretamente
sobre as amostra a testar.

¢ Método de transferéncia: as bactérias sdo colocadas em placas de agar e
posteriormente transferidas para a amostra.

e Método de impressdo: as bactérias sdo colocadas num filtro e
posteriormente sdo impressas na amostra.

Na norma sdo também especificados os métodos de contagem em placa e através da
adenosina trifosfato (ATP) (International Organization for Standardization 2007).

Neste método s&o usadas como bactéria teste a K. pneumoniae ATCC®4352™ e S,

aureus ATCC®6538™ (International Organization for Standardization 2007).

Existem outros testes para avaliar a atividade antibacteriana em téxteis, a maioria por
difusdo em agar. Os outros testes que podem ser utilizados sdo os seguintes: SN 195920-
1992 — Determinacao da atividade antimicrobiana: teste de difusdo em agar; SN 195921-
1992 - Determinacdo a atividade antifingica: teste de difusdo em agar; NP EN 14119:2005
- Avaliacdo do tratamento antifingico em produtos téxteis; JIS L 1902-8-1998 — Ensaio
antimicrobiano qualitativo em téxteis; SN 195924 - Determinagdo da atividade
antimicrobiana: método de contagem de microrganismos; DIN 53931 - Determinacao da
resisténcia para o crescimento de bolores; Teste de crescimento de organismos; ASTM
E2180: 2007 - Método para determinar a atividade dos agentes antimicrobianos
incorporados em materiais sintéticos hidrofébicos e ASTM E2149 - Método para determinar
a atividade dos agentes antimicrobianos incorporados por contacto (OECD Environment,
Health and Safety Publications 2007).
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Objetivos
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5. Objetivos

O presente trabalho de investigacao, realizado no ambito do tema “Determinacédo da
atividade antimicrobiana em téxteis”, teve como principal finalidade investigar e determinar
a atividade antimicrobiana de téxteis comerciais e téxteis desenvolvidos no Departamento
de Engenharia Téxtil da Universidade do Minho, utilizando métodos qualitativos.

Mais concretamente, ao longo deste trabalho foram ambicionados trés objetivos:

e Avaliar a eficacia da atividade antibacteriana/antifingica em téxteis com tratamento
antimicrobiano e em téxteis sem qualquer adicdo de antimicrobiano;

e Desenvolver metodologias qualitativas para avaliar a eficacia antimicrobiana das
amostras téxteis;

e Impregnar nos téxteis que nao revelaram qualquer atividade o 6leo essencial T.

vulgaris e avaliar a sua eficicia recorrendo a metodologias qualitativas.
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6. Material e métodos

6.1 Caracterizacdo das amostras téxteis

As amostras téxteis foram fornecidas pelo departamento de Engenharia Téxtil da
Universidade do Minho em trés fases distintas. Numa primeira fase (Série 1) foram testadas
oito amostras (Téxtil T2-T9) com uma estrutura tridimensional, sendo necessario avaliar a
atividade antimicrobiana na frente e no verso das amostras pelo facto de a composicéo ser
distinta, como apresentado na tabela 9.

Tabela 9: Composigao das amostras da primeira série (S1: T2-T9).

Amostra (S1) Composicéo (Fibras) N° de fios
Frente Ligagdo Verso
L Algodéo 2
Téxtil 2 (S1-T2) i —
Poliéster bioativo 1 1
. Algodéo 2 2
Téxtil 3 (S1-T3) i —
Poliéster bioativo 1
Algodéao 1
Téxtil 4 (S1-T4) Bambu 2 2
Poliéster 1
Algodéo 2
Téxtil 5 (S1-T5) Bambu 2
Poliéster 2
o Bambu 2 2
Téxtil 6 (S1-T6)
Poliéster 2
. Bambu 2
Téxtil 7 (S1-T7)
Poliéster 2 2
Algodéo 1 2
Téxtil 8 (S1-T8) Bambu 1
Poliéster bioativo 1
Algodéo 2
Téxtil 9 (S1-T9) Bambu 2
Poliéster bioativo 1
Controlo negativo 100% Algodéao

Numa segunda fase (Série 2) foram testadas sete amostras (Téxtil T1-T7) com uma
estrutura bidimensional sendo apenas avaliado um dos lados das amostras. A composi¢ao

das segundas amostras de téxteis encontra-se descrita ha tabela 10.
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Tabela 10: Composi¢éo da segunda série de amostras téxteis (S2: T1-T7).

Amostra (S2)
Téxtil 1 (S2-T1)
Téxtil 2 (52-T2)
Téxtil 3 (S2-T3)
Téxtil 4 (S2-T4)
Téxtil 5 (S2-T5)
Téxtil 6 (S2-T6)

Composigao

100% Bambu (Grau de aperto 2)
100% Poliéster bioativo (Grau de aperto 2)
100% Bambu (Grau de aperto 1)
100% Poliéster bioativo (Grau de aperto 1)

100% Algodao cru (Grau de aperto 2)
100% Poliéster (Grau de aperto 2)

100% Algodéo branqueado, com uma concentragdo massica de 0.35% de Ruco-Bac
AGP.
100% Algodéao

Textil 7 (S2-T7)

Controlo negativo

Na terceira fase (Série 3) foram testadas cinco amostras (Téxtil T1-T5) impregnadas com
diferentes concentrac6es de 6leo essencial de T. vulgaris. Este grupo de téxteis tinha uma
estrutura bidimensional e a sua composi¢do encontra-se descrita na tabela 11.

Tabela 11: Composicéo do terceiro conjunto de téxteis (S3: T1-T5).

Amostra (S3) Composicéo

Téxtil 1 (S3-T1)

Algodao com 5 pL/mL de T. vulgaris

Téxtil 2 (S3-T2)

Algodao com 20 pL/mL de T. vulgaris

Téxtil 3 (S3-T3)

Poliéster com 5 pL/mL de T. vulgaris

Téxtil 4 (S3-T4)

Poliéster com 10 pL/mL de T. vulgaris

Téxtil 5 (S3-T5)

Poliéster com 20 pL/mL de T. vulgaris

Controlo da atividade do solvente (Algodao) Algodao com etanol e agua

Controlo da atividade do solvente (Poliéster) Poliéster com etanol e agua
100% Algodéao

100% Poliéster

Controlo negativo (Algodao)

Controlo negativo (Poliéster)

Controlo positivo (Algodao) 100% Algodédo com 5 pL/mL T. vulgaris

Controlo positivo (Poliéster) 100% Poliéster com 5 uL/mLT. vulgaris

6.2 Preparacdo das amostras téxteis

As amostras foram cortadas de acordo com dimensofes indicada na norma AATCC 147
utilizada ao longo deste trabalho + 2,5 cm x 1,5 cm. As amostras que foram utilizadas
segundo os métodos ndo padronizados tinham uma dimensédo + 1,5 cm x 1,5 cm.

Todas as amostras foram sujeitas a um processo de esterilizacdo através de calor seco

a uma temperatura de 180°C durante noventa minutos.
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6.3 Preparacdo dos meios de cultura

Ao longo deste trabalho foram utilizados diferentes meios de cultura de acordo com o
microrganismo a ser avaliado e com o descrito na norma utilizada.

Para este trabalho foram utilizados o meio de Manitol Salt Agar (MSA), MacConkey Agar
(MAC), Sabouraud Dextrose Agar (SDA), Triptona Soja Agar (TSA), Mycosel Agar (MYC),
Mueller-Hinton Agar (MHA), Mueller-Hinton Broth (MHB), Sabouraud Dextrose Broth (SDB)
Brain Heart Infusion (BHI), Biggy Agar, RPMI 1640 e o meio comercial BD™ CHROMagar™
Candida Medium. Os meios foram todos preparados de acordo com o descrito pelo
fabricante. Dissolvidos os componentes, foram esterilizados em autoclave a uma
temperatura de 121°C durante 15 minutos (exceto para o MYC em que a temperatura
utilizada neste meio de cultura foi de 118°C). ApOs a esterilizacdo os meios de cultura
sélidos foram distribuidos em placas estéreis.

Todos meios de cultura foram sujeitos a uma prova de esterilidade em estufa a 37°C

durante 24h e conservados a 2-8°C até utilizagéo.

6.4 Estirpes de microrganismos testados

Foram utilizadas cinco estirpes de bactérias e seis estirpes de fungos selecionados de
acordo com a finalidade das amostras. As bactérias utilizadas ao longo do trabalho foram
as seguintes: E. coli ATCC® 25923™ S. aureus AATCC® 6538™, P. aeruginosa ATCC®
25783™ K. pneumoniae ATCC® 11296™, S. epidermidis ATCC® 12228™. Os fungos
utilizados no estudo foram a levedura C. albicans ATCC® 10231™, o fungo filamentoso A.
fumigatus ATCC® 46645™ e os dermatdfitos T. rubrum, Microsporum canis, Microsporum
gypseum e Epidermophyton floccosum (isolados clinicos de uma micose superficial). Os
microrganismos, congelados em meio liquido com 15% de glicerol foram repicados para
garantir culturas puras e viaveis. Previamente a cada experiéncia foram repicadas para
MHA as bactérias, para SDA a levedura e para MYC o dermatdfito. As bactérias e levedura

foram incubadas a 37°C/24h e o fungo filamentoso, T. rubrum, foi incubado a 28°C/5-7 dias.
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6.5 Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos téxteis

Para avaliar a atividade antimicrobiana das amostras foram utilizadas metodologias
gualitativas. Ao longo do trabalho foram testadas varias metodologias ndo padronizadas
para selecionar as que se adequavam as amostras e ao tipo de estudo.

As metodologias utilizadas englobaram a AATCC 147 e duas metodologias nédo
padronizadas, inoculagdo dos microrganismos no téxtil e inoculagdo dos microrganismos

em tapete no meio de cultura.

6.5.1 Atividade antimicrobiana em téxteis: AATCC 147 -Avaliacdo da
atividade antibacteriana em téxteis: método de estrias paralelas

O microrganismo a ser testado foi inoculado em cerca de 10 mL BHI e incubou a 37°C.
ApOs 24h de incubacéo retirou-se 1,0 mL do BHI e transferiu-se para 9,0 mL de &gua
destilada estéril. Com uma ansa recolheu-se o indculo preparado e foram realizadas cinco
estrias horizontais no meio de cultura TSA para as bactérias ou SDA para os fungos.

As amostras téxteis a testar, incluindo as amostras controlo, previamente cortadas e
esterilizadas, foram colocadas transversalmente sobre as estrias. As placas foram
incubadas a 37°C/24h para bactérias, 37°C/48h para C. albicans, 28°C/48h para A.
fumigatus e 28°C/5 dias no caso de T. rubrum.

ApO6s os periodos de incubagdo as placas foram observadas macroscopicamente e

registada a presencga ou auséncia de estrias de crescimento.

6.5.2 Avaliacdo da atividade antibacteriana em téxteis: métodos
gualitativos ndo padronizados

Para as bactérias testadas E. coli, S. aureus e P. aeruginosa e a levedura C. albicans
foi preparada uma suspensao em 2 mL de soro fisiolégico estéril a partir das colénias em
cultura pura e jovem. Ressuspenderam-se uma a trés colonias até uma turvacdo de 0,5 na
escala de McFarland (McF).

Para o dermatdfito, T. rubrum, foi preparado numa suspenséo de esporos em 1mL soro
fisiolégico com uma ansa de tween 80, ficando com uma concentracédo final de 25-60

esporos contados no microscépio na camara de Neubauer.
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6.5.2.1 Inoculagdo dos microrganismos no téxtil

Os téxteis a testar, incluindo as amostras controlo, foram mergulhados nas suspensdes
bacterianas/fungicas, previamente descritas, e colocados sobre papel de filtro numa placa
de vidro estéril para secarem na estufa a 37°C durante sessenta minutos. De seguida, 0s
téxteis inoculados foram colocados na superficie de placas de MAC no caso de P.
aeruginosa e E. coli, MSA para S. aureus, SDA para C. albicans e MYC no caso de T.
rubrum. Amostras de téxteis foram também mergulhadas em tubos de caldo de MHB no
caso de bactérias e SDB no caso dos fungos.! Placas e tubos foram incubados a 37°C/24h
no caso das bactérias e levedura e a 28°C/5 dias para T. rubrum.

A leitura foi efetuada através da presenca ou auséncia de crescimento
bacteriano/fingico no tecido e na zona envolvente do meio de cultura, no caso do meio

sélido, ou por turvagéo no caso do meio liquido.

6.5.2.2 Inoculagdo dos microrganismos em tapete no meio de cultura

Nas suspensfes bacterianas/fingicas preparadas, e previamente descritas, foi
mergulhada uma zaragatoa estéril e efetuada uma inoculagéo em tapete na superficie dos
diferentes meios de cultura descritos na técnica anterior. O indculo foi distribuido por toda
a superficie do meio de cultura por estrias apertadas, em trés direcfes, perpendiculares
entre si.

ApoOs a superficie seca, cerca de 15 minutos, foram colocadas sobre o meio de cultura
as amostras dos téxteis a testar, incluindo as amostras controlo. As placas foram incubadas
como previamente descrito e a leitura efetuada através da auséncia ou presenca de

crescimento bacteriano/fungico na superficie da placa.

1 0 SDB e MHB foram eliminados ao longo do trabalho sendo utilizados apenas os meios solidos.
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6.6 Impregnacao de compostos antimicrobianos nos téxteis e
avaliacdo da sua atividade

6.6.1 Determinagdo da concentracdo minima inibitoria do
Thymus vulgaris

A concentracdo minima inibitéria corresponde ao valor de concentracdo mais baixa em
que um determinado antimicrobiano consegue inibir o crescimento visivel de um
determinado microrganismo.

A sua determinacdo foi realizada em fungos e em bactérias seguindo diferentes normas.
Para as bactérias E. coli ATCC® 25923™, S. aureus ATCC®6538™ e P. aeruginosa ATCC®
25783™ a determinacéo foi efetuada segundo o descrito na norma M07-A9 da CLSI. Para
os fungos foi testada C. albicans ATCC®10231™ de acordo com o descrito na norma M27-
A2 da CLSI e T. rubrum segundo o descrito ha norma M38-A2 da CLSI.

e Preparacdo do inéculo/Suspensédo de trabalho

Bactérias/leveduras

A amostra de batérias foi preparada por suspensao, a partir de cultura pura e jovem em
meio de MHA, em soro fisiolégico e a sua densidade padronizada a 0,5 McF,
correspondente a 1-2x108 CFU/mL. Esta suspensdo foi diluida a 1:100 em MHB,
correspondendo a 1-2x10° UFC/mL) (Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI))
2012).

A suspensdo de C. albicans foi preparada como descrito para as bactérias,
correspondendo 0,5 McF a 1-5x10° CFU/mL. A suspensdo de trabalho foi preparada por
diluicdo de 1:50 da suspenséo anterior em RPMI 1640 seguida de uma outra diluicdo 1:20
no mesmo meio, correspondendo a 1-5x10°CFU/mL (Clinical and Laboratory Standards
Institute 2002)

T. rubrum

A suspenséao de esporos de T. rubrum foi preparada em 1 mL de soro fisiolégico com
tween 80 e padronizada a 25-60 esporos por contagem em camara de Neubauer, como
previamente descrito. A suspensdo foi entdo diluida a 1:100 em RPMI 1640
correspondendo a 1-3x103CFU/mL (Clinical and Laboratory Standards Institute 2008).
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e Preparacdo dasolucdo de T. vulgaris:

O 6bleo essencial foi diluido a 1:2 em DMSO, correspondendo a 500 pL/mL. A partir
desta solucao foi preparada uma diluicdo de 1:50 em RMPI ou MHB (10 pyL/mL). Foram
obtidas diluicdes de base 2 em DMSO e a partir destas, foram preparadas diluicées de 1:50
em RMPI ou MHB que serviram para preparar as concentracdes seguintes de 2,5 a 0,04
puL/mL.

e Inoculacéo

A inoculacéo foi realizada numa microplaca contendo 96 pocos. Para as bactérias, a
cada poco foram adicionados 50 pL das respetivas concentragdes de T. vulgaris e 50 pL
de suspensédo bacteriana, diluindo a metade a concentracdo do 6leo e do in6culo. A
microplaca incubou a 37°C/24h e posteriormente foi realizada a leitura macroscoépica do
crescimento, sendo assim determinado a CMI para cada bactéria. Para os fungos, em cada
poco foram adicionados 100 pyL das diferentes concentracbes do 6leo e 100 pL da
suspensédo do fungo. A microplaca incubou a 28°C/5 dias para T. rubrum e 37°C/24h para
C. albicans. Apo6s o periodo de incubagéo foi realizada a leitura dos resultados.

Os controlos utilizados nesta técnica foram dois, o controlo de esterilidade e controlo de
crescimento. Para o controlo de esterilidade foram colocados em dois pogos 200 pL de
RPMI para os fungos e 100 puL de MHB para as bactérias. Para o controlo de crescimento
em dois pocos, foram adicionados 100 pL de RPMI com DMSO a 2% e 100 pL da
suspensdo de C. albicans ou T. rubrum. Para as bactérias foram adicionados 50 pL da
suspensao de bactérias e 50 pL de MHB com DMSO a 2%. Os resultados sao validados
guando nédo existe crescimento no controlo de esterilidade e ha crescimento nos pogos de

controlo de crescimento.

6.6.2 Avaliacado da atividade de Thymus vulgaris nos téxteis

a) Téxteis mergulhados na solugéo do 6leo essencial T. vulgaris

Os téxteis foram mergulhados em solucdes com diferentes concentracbes do 6leo
essencial de T. vulgaris, obtido comercialmente (segredo da Planta, Portugal). As
concentracdes variaram entre 5 pL/mL e 0,32 uL/mL. Para obter a concentracdo de 5
pL/mL foi realizada uma solugdo com 9850 mL de soro fisiolégico, 100 pL de
Dimetilsulféxido (DMSO) e 50 pL de T. vulgaris. As restantes concentragdes foram obtidas
através de diluicbes volumétricas sucessivas de 1:2 em soro fisiolégico a partir da solugéo

com concentragdo 5 pL/mL.
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As amostras estéreis de téxteis preparadas e respetivo controlo foram mergulhadas nas
diferentes concentragfes do 6leo e colocados a secar a 37°C/24h. Apos as 24h, a avaliagdo
da atividade antimicrobiana foi realizada através da metodologia previamente descrita, por

inoculag&o dos microrganismos nos téxteis tratados e respetivos controlos.

b) Téxteis funcionalizados com T. vulgaris

Os téxteis de algodao e poliéster foram mergulhados numa solu¢do de agua/etanol
(60:40) com diferentes concentragdes (5, 10 e 20 uL/mL) do 6leo essencial de T. vulgaris
obtido comercialmente (segredo da Planta, Portugal). Para obter a concentracdo de 5
puL/mL foi realizada uma solugdo com 119 mL de &gua, 80 mL de etanol e 1 mL de T.
vulgaris. Posteriormente, os téxteis foram passados pelo folar, para impregnar o
antimicrobiano a superficie da fibra, e secos na estufa a cerca de 50°C.

Como controlo do efeito do solvente foi utilizado algodao e poliéster mergulhado numa
solucao de agua/etanol, nas condigdes descritas anteriormente. Como controlo positivo foi
utilizado o algoddo e o poliéster impregnados com 5 puL/mL de T. vulgaris segundo o
método previamente descrito no ponto 6.6.2 a). Como controlo negativo foram usadas as
amostras 100% algodé&o e 100% poliéster.

A avaliagdo da atividade antimicrobiana foi realizada através da metodologia
previamente descrita, por inoculagdo dos microrganismos nos téxteis tratados e respetivos

controlos.

6.6.3 Avaliacado da atividade do Nitrato de prata nos téxteis

As amostras foram previamente mergulhadas em solu¢cdes com diferentes
concentracdes de nitrato de prata (AgNOs). As concentracdes de AgNOs variaram entre 17
g/L e 1,05 g/L. A solucdo de 17 g/L foi obtida a partir de nitrato de prata PA-ACS-ISO
(Panreac) numa concentracdo de 0,1M, as restantes diluicbes foram obtidas através de
diluicdes volumétricas sucessivas de 1:2 em agua destilada estéril a partir da solucéo de
AgNO;3; com concentracdo de 17 g/L.

As amostras de téxteis preparadas seguiram o procedimento descrito para as amostras

tratadas com T. vulgaris.
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Resultados
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7. Resultados

7.1 Atividade antimicrobiana em téxteis: Método ATCC 147 -
Avaliacdo da atividade antibacteriana em téxteis- método de
estrias paralelas

Para determinar a eficacia antimicrobiana dos téxteis foi utilizado, inicialmente, o teste
normalizado AATCC 147. Apos dificuldade de leitura do teste anteriormente referido, foram
desenvolvidos e aplicados dois testes adicionais ndo normalizados. Segundo a norma
AATCC 147 foram testados as duas primeiras séries de téxteis (S1 e S2).

Na norma séo referenciados apenas 0s microrganismos S. aureus e K. pneumoniae
como microrganismos teste. Durante a realizacdo deste trabalho outros microrganismos
nomeadamente as bactérias, S. epidermidis e P. aeruginosa e os fungos T. rubrum, C.
albicans e A. fumigatus foram testados. Ao longo do trabalho foram eliminados alguns
microrganismos ficando em estudo o S. aureus, P. aeruginosa, E. coli, T. rubrum e C.
albicans, como representantes de diferentes grupos e pela sua importancia em infecbes
superficiais.

Os téxteis da Série 1, estudados segundo a norma AATCC 147, ndo mostraram
gualquer atividade contra 0os microrganismos testados (Tabela 12), sendo observavel o
crescimento das estrias nos meios de TSA (bactérias) e SDA (fungos) (llustragdo 11). Para
além dos téxteis foi também testado o controlo negativo que correspondia a uma amostra
de 100% algodao, no qual se observou crescimento de todos 0s microrganismos, como era

esperado, sendo possivel validar a técnica e proceder a leitura das restantes amostras.

Tabela 12: Resultados de atividade antimicrobiana para os téxteis S1: T2-T9 (frente-F e verso-V) de acordo com a norma
AATCC 147.

Microrganismos

Téxtil S. S. K. P. T. C. A.
aureus epidermidis | pneumoniae = aeruginosa | rubrum albicans fumigatus
S1-T2 (FIV) ) ™) ™) *) ) ) )
S1-T3 (FIV) ™) - - +) *) *) *)
S1-T4 (FIV) *) ™) ™) *) ™) ™) ™)
S1-T5 (F/V) ) ) ) *) ) ) )
S1-T6 (F/V) ) ) ) *) ) ) )
S1-T7 (FIV) ™) ™) ™) *) ™) ™) ™)
S1-T8 (FIV) ™) ™) ™) *) ™) ™) ™)
S1-T9 (F/V) ) ) ) *) ) ) )

Controlo +) (+) (+) (+) (+) +) (+)

Legenda: Controlo: 100% algod&o; (+): Crescimento de microrganismos no téxtil.
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llustragdo 12: Exemplo do crescimento dos diferentes microrganismos
em placa segundo o método AATCC 147 no téxtil S1-T2. a) T. rubrum
(frente e verso); b) K. pneumoniae (frente e verso); c) C. albicans (frente e
verso); d) C. albicans no controlo (algod&o).

Considerando as dificuldades observadas na interpretacdo dos resultados, isto €, na
avaliacdo do crescimento ou auséncia de crescimento dos microrganismos por este
método, optou-se por testar inicialmente todas as séries de téxteis (S1, S2 e S3) pelos

métodos qualitativos ndo padronizados desenvolvidos ao longo do trabalho.

7.2 Avaliacdo da atividade antimicrobiana em téxteis: métodos
gualitativos ndo padronizados

Como referido anteriormente, devido a dificuldade na avaliacdo da atividade para os
téxteis S1:T2-T9 segundo a norma AATCC 147, foram desenvolvidas ao longo do trabalho
duas metodologias ndo padronizadas utilizando meios seletivos/diferenciais e meios
sélidos/meios liquidos permitindo assim confirmar se existia crescimento de
microrganismos nas amostras. Todos os téxteis foram testados por estas metodologias em

meio solido.

7.2.1 Inoculag&o dos microrganismos no téxtil

Neste método foi efetuado um controlo de esterilidade nos téxteis em que cada um deles
foi colocado em paralelo com a amostra impregnada de microrganismo. Nas amostras
controlo (sem microrganismo), ndo foi observado qualquer crescimento, garantido que 0s
téxteis estariam estéreis e o crescimento era devido aos microrganismos neles inoculados.
O controlo negativo foi o téxtil algoddo, sem inoculagdo e pdés inoculacdo com o
microrganismo em estudo. Para o algodéo foi sempre observado crescimento quando
inoculado com o microrganismo, confirmando a auséncia de atividade antimicrobiana neste
tipo de téxtil e para os microrganismos ensaiados.
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Relativamente aos resultados dos téxteis da primeira série (S1: T2-T9), estes foram
testados em meio sélido (frente e verso) e em meio liquido. Usando este método foi visivel
a alteracdo da cor no meio de cultura sélido, quando ocorre crescimento microbiano, ndo
tendo sido possivel observar qualquer zona de inibigcdo. A turvacdo observada no meio
liquido confirma o crescimento dos microrganismos inoculados no téxtil. Assim, os
resultados observados em meio sélido e em meio liquido foram equivalentes e estes
téxteis, tal como no método padronizado, ndo mostraram qualquer atividade contra os
microrganismos testados como demonstrado nha Tabela 13 e ilustracdo 12. Também nao
foi observada qualquer diferenca entre as duas faces dos téxteis. Nas amostras controlo
(sem microrganismo) nao foi observado qualquer crescimento, confirmando a esterilidade

das amostras.

Tabela 13: Resultados de atividade antimicrobiana para os téxteis S1:T2-T9 (frente-F e verso-V), segundo o
método de inoculagdo dos microrganismos no téxtil

Microrganismo

Téxtil
E. coli S. aureus P. aeruginosa C.albicans | T.rubrum

sit2 @y | @ *) *) *) *)
sitaEy) | @ *) *) *) *)
sitagEny | @ *) *) *) *)
sty | @ *) *) *) *)
siteEn) | @ *) *) *) *)
i ey | ® *) *) *) *)
siteEn) | @ *) *) *) *)
sitoEn) | @ *) *) *) *)

Controlo *) (+) (+) +) (+)

Legenda: Controlo:100% algod&o; (+): Crescimento do microrganismo no téxtil.
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llustragé@o 13: Exemplo de crescimento de diferentes microrganismos em placa e em
tubo, segundo o método de inoculag@o dos microrganismos nos téxteis S1. a) S. aureus
nos téxteis S1: T2-T7 (frente) em meio de MSA (lado esquerdo da placa: téxtil
mergulhado na suspenséo de microrganismo e lado direito da placa: téxtil estéril); b) C.
albicans no téxtil S1-T3 em placa de SDA (F/V) e em tubo SDB (auséncia de
crescimento no controlo algod&o sem microrganismo em placa e tubo).

Para téxteis da Série 2, testados apenas numa das faces pelo facto de serem iguais, as
amostras S2-T1, T3 e T7 revelaram atividade antimicrobiana contra E. coli, P. aeruginosa
e T. rubrum (ilustracdo 13). A amostra S2-T7 mostrou ainda atividade contra S. aureus.
Nenhum dos téxteis ativos mostrou efeito inibitério em C. albicans. As restantes amostras
ndo revelaram qualquer atividade antimicrobiana contra os microrganismos testados, tal

como evidenciado na Tabela 14.

Tabela 14:Resultados de atividade antimicrobiana para os téxteis S2:T1-T7 segundo o método de inoculagdo dos
microrganismos no téxtil.

Microrganismo

Téxtil E. coli S. aureus P. aeruginosa C. albicans T. rubrum
en N O N ©
S2-T2 *) *) () *) *)

=o N 0 N ©
S2-T4 () () ) ) (+)

$2-T5 ) ) ) ) (G

S2-T6 ™) ™) ) ) )

=7 N -
Controlo ™) ™) ) ™) (+)

Legenda: Controlo:100% algod&o; (+): Crescimento do microrganismo no téxtil; (-): Auséncia de crescimento do microrganismo no
téxtil.
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llustragdo 14: Exemplo de crescimento de diferentes microrganismos, segundo o método de inoculacdo dos
microrganismos no téxtil (lado esquerdo da placa: téxtil mergulhado na suspensdo de microrganismo e lado direito da
placa: téxtil estéril). a) Crescimento de C. albicans em todos os téxteis S2:T1-T7; b) Auséncia de crescimento de E. coli
nos téxteis S2:T1, T3 e T7 e crescimento nos restantes téxteis S2:T2,T4-T6 e controlo.

Com a finalidade de desenvolver téxteis funcionais com atividade antimicrobiana
fornecida pela adigdo de produtos naturais como 6leos essenciais, foi avaliada a eficacia
de Thymus vulgaris. Previamente aos testes em téxteis, foi avaliada in vitro a atividade
antimicrobiana do 6leo essencial para todos os microrganismos a testar, de forma a
selecionar as concentracdes de T. vulgaris a usar no téxtil. A avaliagéo do valor da CMI foi
efetuada como referido em material e métodos e de acordo com as normas disponiveis
para bactérias, fungos leveduriformes e fungos filamentosos. Os valores da CMI variaram
de acordo com o0s microrganismos. Assim, P. aeruginosa foi o microrganismo que
apresentou o valor de CMI mais elevado (5 pL/mL) e T. rubrum foi o que apresentou menor
valor de CMI (0,04 uL/mL). Os restantes apresentaram uma sensibilidade intermédia,
relativamente aos anteriores, com um valor de CMI de 0,32 pL/mL para C. albicans e de
0,16 pL/mL para E. coli e S. aureus.

Antes de avancar para a preparacdo de téxteis funcionalizados com diferentes
concentracdes de T. vulgaris, procedeu-se a um ensaio por imersédo de amostras de téxteis
sem atividade antimicrobiana em solucfes de 6leo com concentracdo que variou de 2,5 e
0,32 pL/mL. Os resultados de um ensaio usando a amostra de téxtil S1-T5 estdo
representados na ilustracdo 14, como exemplo.
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llustragdo 15: Diferentes concentragées de T. vulgaris impregnadas no téxtil S1-T5 e testadas segundo o método de
inoculacéo dos microrganismos no téxtil. (lado esquerdo da placa: téxtil mergulhado na suspenséao de microrganismo e lado
direito da placa: téxtil mergulhado nas diferentes concentragcdes de T. vulgaris e no microrganismo). a), b), c) e d)
correspondem & impregnacdo com as concentragéo de éleo de 2,5, 1,25, 0,64 e 0,32 pL/mL, respetivamente, e testadas
para S. aureus; e), f), g) e h) correspondem a impregnagéo com as concentragdo de 6leo de 2,5, 1,25, 0,64 e 0,32 pL/mL,
respetivamente, e testadas para C. albicans.

A andlise dos resultados obtidos para este téxtil permitiu concluir que a concentracao

da solucédo de Oleo teria que ser superior a do valor de CMI encontrado e referido
anteriormente. Assim, para S. aureus (CMI 0,16 pL/mL) e C. albicans (CMI 0,32 pL/mL),
apenas a concentracéo de 2,5 uL/mL mostrou atividade, tal como evidenciado na ilustracdo
14. Devido a resisténcia mostrada pela P. aeruginosa, todos os téxteis (S1 e S2) foram
mergulhados em T. vulgaris com concentracdes de 5 e 2,5 uL/mL, tal como evidenciado
na ilustragdo 15.
Todas as amostras da primeira e segunda série, que ndo tinham apresentado qualquer
atividade antimicrobiana, foram testadas depois de impregnadas com concentracdo de 5 e
2,5 uL/mL de T. vulgaris. Com estas concentragfes todas as amostras mostraram atividade
contra todos os microrganismos em estudo. Assim, a concentracdo de 2,5 pL/mL de T.
vulgaris, impregnada nas amostras de téxteis testados (S1:T2-T9, S2:T2,T4,T5,T6 e
controlo algodao), mostrou eficacia na inibicdo do crescimento de S. aureus, E. coli, P.
aeruginosa, C. albicans e T. rubrum. No caso de P. aeruginosa a concentracao de 5 uL/mL
nao foi suficiente para inibir o crescimento nos téxteis S2:T5 e T6. Estes resultados foram
igualmente confirmados em meio liquido.
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llustragdo 16: Téxteis mergulhados na solugéo de T. vulgaris com concentragdo de 5 e 2,5 pL/mL e testados
segundo o método de inoculagédo dos microrganismos no téxtil. a) Téxteis S1: T5-T7 sem crescimento de E.
coli (ilustragdo superior) e téxteis S1: T7-T8 sem crescimento de P. aeruginosa (ilustragéo inferior) b) Téxteis
S2: T5-T7 sem crescimento de C. albicans (ilustrac@o superior) e téxteis S2:T1-T4 sem crescimento de S.
aureus (ilustracéo inferior) c) Os téxteis S1:T2 (F/V) com T. vulgaris com concentracédo de 5 pl/mL em MHB,
crescimento nos dois primeiros tubos (téxtil (F/V) mergulhado no microrganismo); sem crescimento nos dois
tubos do meio sem crescimento (téxtil (F/V) previamente mergulhado em T.vulgaris).

Concluidos estes ensaios prévios de avaliacdo da atividade antimicrobiana de T.
vulgaris nos microrganismos testados, antes e ap0s a incorporagdo nos téxteis, bem como
das concentragcfes necessarias para conseguir a inibicdo, prosseguimos com a preparacao
da terceira série de téxteis, funcionalizados com o 6leo essencial. Os téxteis da série 3
foram desenvolvidos na Universidade do Minho a partir de téxteis previamente testados e
que nado sendo tratados ndo apresentavam qualquer atividade antimicrobiana, algodéo e
poliéster. No algodao foram incorporados 5 e 20 uL/mL de 6leo (amostras S3-T1 e S3-T2)
e no poliéster 5, 10 e 20 uL/mL de 6leo (amostras S3-T3, S3-T4 e S3-T5, respetivamente).
Os resultados obtidos estéo apresentados na tabela 15 e nailustracéo 16.

Neste grupo de téxteis apenas mostrou atividade a amostra S3-T2 (algoddo com T.
vulgaris na concentragéo 20 pL/mL) contra S. aureus, E. coli e T. rubrum. Considerando a
atividade inibitoria observada em T. rubrum, e o interesse dos téxteis antimicrobianos para
impedir o desenvolvimento de dermatoéfitos em calgado ou meias, esta amostra foi testada
noutros géneros e espécies igualmente envolvidas no pé de atleta, nomeadamente M.
canis, M. gypseum e E. floccosum. Contudo, néo revelou atividade para essas espécies e

na concentragao testada.
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Tabela 15: Resultado da atividade antimicrobiana para os téxteis S3:T1-T5, funcionalizados com T. vulgaris, segundo o
método de inoculagéo dos microrganismos no téxtil.

Microrganismos

Téxtil E. S. P. C. T. M. M. E.
coli aureus aeruginosa @ albicans rubrum canis | gypseum floccosum

S3T1 0 | ) *) ¢ | N
S3-12 e o » T © ) )

S3-T3 ® o ) ) @
s3-14 ® o ) ) o |
S3T5 © | ) *) ¢ | R

Controlo
negativo @@ *) *) *) *) *) Q)
(Algodéo)

Controlo

negativo CIENC +) *) *)
(Poliéster)

Controlo da
Solugao *) *) *) *) *) *) *) *)
(Algodéo)
Controlo de
Solucéo
(Poliéster)
Controlo
positivo
(Algodéo)
Controlo

positivo

(Poliéster)

Legenda: Controlo: 100% algod&o; (+): Crescimento do microrganismo no téxtil; (-): Auséncia de crescimento do microrganismo no téxtil;.Téxteis
ndo testados para 0 microrganismo.

llustrac&o 17: Exemplo de crescimento de diferentes microrganismos segundo o método de
inoculacdo dos microrganismos nos téxteis S3. a) Crescimento de T. rubrum nos téxteis
S3:T3-T5 (ilustragcdo superior); auséncia de crescimento no téxtil S3-T2 (ilustracéo inferior);
b) Crescimento de E. coli nos téxteis S3:T3-T5 (ilustragdo superior); auséncia de crescimento
no téxtil S3-T2; c) Crescimento de P. aeruginosa nos téxteis S3:T3-T5 e auséncia de
crescimento no controlo positivo, poliéster; d) e e) Crescimento no téxtil S3-T2 de E.
floccosum e M. gypseum respetivamente e auséncia de crescimento no controlo positivo,
algodao.
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Esta série de amostras foi observada microscopicamente, com objetiva de 10 x, tendo-
se confirmado os resultados observados macroscopicamente. Ao microscopio foi possivel
observar auséncia de crescimento no controlo positivo (algoddo ou poliéster com T.
vulgaris impregnado segundo o método descrito em 6.6.2). Pelo contrario no controlo
negativo (algodao ou poliéster), no controlo da atividade do solvente e nos téxteis

S3:T1,T3, T4 e T5 foi visivel o crescimento de microrganismos.

Por esta metodologia, inoculagdo dos microrganismos nos téxteis, o téxtil S1-T5 foi
funcionalizado com AgNosz em diferentes concentracbes e testado para todos os
microrganismos. O téxtil foi testado com concentragdes de base 2 que variaram entre 17 e
1,05 g/L. Apenas as concentragfes mais altas de 17 e 8,5 g/L mostraram atividade. O
nitrato de prata ndo foi explorado ao longo deste trabalho porque era necessaria uma
elevada concentracdo para se observar efeito antimicrobiano e este composto nessas
concentracoes alterava a cor dos téxteis. Os téxteis mergulhados em AgNos ficaram com

uma cor escura, tal como evidenciado na ilustragdo 17.

llustragdo 18: Téxtil S1:T5 mergulhado na solugdo AgNO; e avaliado segundo o método
inoculacdo dos microrganismos no téxtil, inibicdo de crescimento de S. aureus nas
concentracfes de 17 g/L e 8,5 g/L.

7.2.2 Inoculacédo dos microrganismos em tapete no meio de cultura

Esta metodologia foi desenvolvida para confirmar os resultados da metodologia anterior.
Os resultados para todas as amostras foram iguais aos descritos anteriormente na
metodologia por inoculagdo dos microrganismos no téxtil.

Assim, os téxteis S1:T2-T9 ndo mostraram atividade antimicrobiana por qualquer um
dos trés métodos de avaliacdo testados. As trés metodologias mostraram concordancia de
resultados para amostras sem atividade.

Os téxteis S2:T1, T3 e T7 mostraram atividade contra os microrganismos E. coli, P.
aeruginosa e T. rubrum. O téxtil S2-T7, neste método, mostrou atividade contra o S. aureus
desenvolvendo um halo de difusao bem visivel em MSA (llustracéo 18).
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llustracdo 19: Téxteis da Série 2 segundo o método inoculagdo dos
microrganismos em tapete no meio de cultura para S. aureus (sem crescimento
para o téxtil S2-T7 com halo de difus&o).
Estes resultados obtidos para as amostras da Série 2 confirmam os resultados obtidos
anteriormente, na metodologia ndo padronizada por impregnacdo do microrganismo no

téxtil.

Os téxteis que mostraram atividade (S2:T1,T3 e T7) foram entdo testados segundo
método padronizado (AATCC147) e os resultados obtidos foram iguais aos resultados nos
métodos nado padronizados para os téxteis S2: T1,T3 e T7, e relativamente aos
microrganismos E. coli, P. aeruginosa e T. rubrum. Contudo, o téxtil S2-T7, que tinha
revelado atividade contra S. aureus e auséncia de atividade contra C. albicans, viu invertida
a atividade aquando da aplicagcdo do método padronizado. Neste téxtil, no método
normalizado, foi observada atividade contra C. albicans e a atividade observada contra S.
aureus nos métodos nao padronizados desapareceu, tal como evidenciado na tabela 16 e
na ilustracdo 19. Assim, para este téxtil e estes microrganismos (C. albicans e S. aureus)
ndo foi possivel confirmar os resultados usando os dois tipos de técnicas aplicadas,
padronizadas e ndo padronizadas. Nesta determinacgéo foram utilizados o controlo negativo
(100% algodéao) e o controlo positivo algoddo com 5 uL/mL de T. vulgaris (segundo o
método descrito anteriormente no ponto 6.6.2.a), assim como meios seletivos e diferencias
para confirmar as diferengas observadas no téxtil S2:T7 para C. albicans e S. aureus. No
controlo negativo foi observado crescimento de todos 0s microrganismos e no controlo
positivo ndo se observou crescimento dos microrganismos, de acordo com o esperado,

sendo possivel validar a técnica e proceder a leitura das restantes amostras.

Pagina 68



Atividade antimicrobiana em téxteis

Tabela 16: Resultados de atividade antimicrobiana para os téxteis S2-T1, S2-T3 e S2-T7, segundo a norma AATCC
147.

Microrganismos
Téxtil

E. coli S. aureus P. aeruginosa C. albicans T. rubrum

S2-T1

B - I -
S2-T3

Bl - I - e
S2-T7

Bl - I
Controlo

) ) ) ) (+)

Controlo com 5 pL/mL
de T. vulgaris
Legenda: Controlo:100% algodao; (+): Crescimento do microrganismo no téxtil; (-): Auséncia de crescimento do microrganismo no
téxtil.

llustracdo 20: Exemplo do crescimento dos diferentes microrganismos em placa
segundo o método AATCC 147. a) Crescimento de S. aureus no controlo negativo
(ilustracdo superior) e no S2-T7 (ilustragéo inferior), no meio de TSA; b) Inibicdo do
crescimento de E. coli pelo téxtil S2-T3 em TSA (ilustragdo superior) e em MAC
(ilustragao inferior); c) Crescimento de C. albicans no controlo negativo (ilustracéo
superior) e inibic&o do crescimento de C. albicans pelo téxtil S2-T7 (ilustracéo inferior),
no meio de Biggy Agar.

Os téxteis funcionalizados, S3:T1-T5, foram testados de acordo com o método de
inoculacdo dos microrganismos em tapete no meio e os resultados foram iguais aos
anteriormente descritos, ou seja, foi observada atividade no téxtil S3:T2 contra os
microrganismos S. aureus, E. coli e T. rubrum.

ApO6s comparacéo dos resultados obtidos para os téxteis funcionalizados com T. vulgaris
e 0s resultados dos téxteis impregnados com T. vulgaris (método utilizado no laboratério),
colocou-se a questéo do efeito da temperatura e do solvente usado no processamento das
amostras da série 3 na perda de atividade verificada com a funcionalizagéo do téxtil. Assim,
para avaliar o efeito dos solventes na atividade do T. vulgaris foram aplicados os solventes
soro fisiologico/DMSO e agua/etanol em amostras de algodéo e poliéster. Estas amostras
foram ainda sujeitas a diferentes temperaturas de secagem de forma a avaliar se a perda

de atividade ocorrida nos téxteis funcionalizados com o Oleo, comparativamente aos
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mergulhados na solugédo do 6leo, se devia a perda do antimicrobiano por evaporacéo:
secaram a 50°C apo6s terem sido mergulhos na solu¢cdo de 6leo, e posteriormente
esterilizados a 180°C (procedimento igual ao efetuado nos téxteis funcionalizados S3:T1-
T5); foram inicialmente esterilizados a 180°C e depois mergulhados na solugéo de T.
vulgaris e secos a 50°C; e foram inicialmente esterilizados a 180°C e depois mergulhados
na solucéo de T. vulgaris e secos a 37°C (procedimento igual ao descrito anteriormente no
ponto 6.6.2 a) e avaliados segundo o método inoculagdo dos microrganismos em tapete
no meio. Neste ensaio houve crescimento do microrganismo S. aureus, de acordo com o
esperado, e foi concluido que os solventes utilizados para imobilizar o 6leo ao téxtil ndo

interferem na atividade do T. vulgaris, tal como evidenciado na ilustragéo 20.

llustragdo 21: Efeito das solucdes soro fisiol6gico/DMSO e agua/etanol no S. aureus. a) e c)
Crescimento de S. aureus nas solugbes agua/etanol no téxtil poliéster e em soro fisiol6gico/DMSO
no téxtil algodao respetivamente; b) Crescimento de S. aureus na solugédo soro fisiol6gico/DMSO no
téxtil poliéster.

Em paralelo, os téxteis poliéster e algoddo foram sujeitos as condi¢des anteriormente
descritas, mas com a presenca T. vulgaris nos solventes numa concentragdo de 5 pL/mL.
Neste ensaio foram observadas diferencas conforme as temperaturas utilizadas, os téxteis
usados (algodéo ou poliéster) e a solugéo testada (soro fisiolégico/DMSO ou agua/etanol).

Os téxteis de algoddo e poliéster quando colocados na solugcdo em soro
fisiol6gico/DMSO com T. vulgaris a 5 pL/mL mostraram atividade nas trés temperaturas a

que foram sujeitos, como evidenciado na ilustracéo 21.
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llustragdo 22: Efeito da temperatura nas amostras algodéo e poliéster com o solvente soro
fisiol6gico/DMSO e T. vulgaris a 5 pL/mL em S. aureus. a) Poliéster seco a 37°C, inibi¢édo de
crescimento de S. aureus; b) Algod@o seco a 50°C e posteriormente esterilizado a 180°C,
inibicdo de crescimento de S. aureus.

Os téxteis de poliéster e algoddo mergulhados no solvente agua/etanol com T. vulgaris
numa concentragdo de a 5 pL/mL mostraram atividade apenas quando sujeitos a 37°C,
perdendo gradualmente atividade, principalmente no poliéster seco a 50°C e seco 50°C

com posterior esterilizagdo a 180°C (llustragéo 22).

llustragéo 23: Efeito da temperatura nas amostras de algodéo e poliéster com
o solvente agua/etanol e T. vulgaris a 5 pL/mL em S. aureus. a) Algum
crescimento de S. aureus no poliéster seco a 50°C; b) Crescimento de S.
aureus no poliéster seco a 50°C e posteriormente esterilizado; ¢) Auséncia de
crescimento de S. aureus no poliéster seco a 37°C.

Foi possivel concluir que na presenca do 6leo na concentragcéo testada (5 uL/mL) a
variacdo do solvente e as diferentes temperaturas a que o téxtil esta sujeito afetam a
atividade antimicrobiana do T. vulgaris.
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Discussao
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8. Discussao

O objetivo de oferecer ao consumidor conforto, higiene e bem-estar criou um novo
mercado competitivo com crescimento rapido na industria téxtil, os téxteis antimicrobianos.
Estes oferecem e comprometem-se a controlar os odores e resistir & degradagéo
antimicrobiana (Gao e Cranston 2008). Contudo, outro objetivo importante é a eliminagéo
de microrganismos patogénicos dos téxteis.

Para determinar a atividade antimicrobiana de téxteis naturais ou sintéticos ou atividade
de substancias antimicrobianas funcionalizadas nos téxteis foram efetuados testes que se
adaptaram de forma a possibilitar a leitura mais inequivoca possivel e, posteriormente
estes resultados foram confirmados segundo o estabelecido pelas normas.

Numa primeira abordagem, a primeira dificuldade encontrada no desenvolvimento deste
trabalho correspondeu a esterilidade das amostras. Para a avaliagdo da atividade
antimicrobiana de um téxtil, contra um determinado tipo de microrganismo, era
indispensavel que as amostras estivessem estéreis, uma vez que sao inoculadas com
microrganismos teste. A auséncia de esterilidade nestas amostras dificultaria a leitura dos
resultados, pois deixaria de ser percetivel se cresciam as bactérias/fungos patogénicos
que inoculamos ou outros microrganismos presentes nos téxteis. A esterilizacdo indicada
para diferentes materiais, incluindo os téxteis, esta descrita como sendo em autoclave a
121°C durante 15 minutos. Contudo, no nosso trabalho, esta esterilizagdo mostrou-se
ineficaz havendo crescimento de microrganismos, particularmente do género Bacillus, nos
meios de cultura. Esta dificuldade foi ultrapassada utilizando uma esterilizagédo a seco com
temperaturas mais elevadas e com um maior periodo de tempo, tendo sido utilizada a
esterilizacdo em estufa durante 90 minutos a 180°C. A esterilizacdo a seco mostrou-se

eficaz na eliminacdo de microrganismos nas amostras téxteis.

Tendo em conta as metodologias utilizadas foi necessério definir o controlo, assim
sendo o téxtil escolhido foi o algoddo. Os resultados foram validados e lidos quando foi
observado crescimento dos microrganismos inoculados no algodao. Vérios estudos
mostraram que o algod&o e o poliéster sem qualquer adi¢do de antimicrobiano, isto €, 100%
algodéo e 100% poliéster ndo apresentaram qualquer atividade contra os microrganismos,
apenas quando lhes é impregnado ou incorporado agente antimicrobiano é que revelam

atividade contra as bactérias/fungos.

Varios estudos mostraram ao longo dos ultimos anos a boa atividade antimicrobiana da
prata. O efeito antimicrobiano da prata esté diretamente relacionado com a quantidade de

prata existente e com a sua libertacdo para o meio. Panacek e os seus colaboradores, em
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2006, investigaram a atividade antimicrobiana de nanoparticulas de prata, e concluiram
que a sua atividade dependia do tamanho das nanoparticulas, e que particulas com 25 nm
possuiam boa atividade contra bactérias de Gram-positivo e de Gram-negativo. Num outro
estudo realizado por Durdn e os seus colaboradores, em 2007, foram avaliadas as
propriedades antimicrobianas de nanoparticulas de prata quando incorporadas em
materiais téxteis. O seu estudo baseou-se em amostras de algoddo impregnadas com
nanoparticulas e inoculadas com S. aureus. Concluiram que o algoddo impregnado com
nanoparticulas de prata possuia atividade antimicrobiana.

No nosso estudo, em vez de algodao com prata foi usado o poliéster impregnado com
sais de prata, denominado como poliéster bioativo. Este poliéster foi testado em algumas
das amostras da série 1 e 2. Nas amostras que o continham, estava presente como ligante
ou estava presente numa das faces (téxteis 3D-S1) ou de ambos os lados (téxteis 2D-S2).
Os téxteis que continham o poliéster bioativo eram 0 S1:72,T3,T8 e T9 e S2:T2 e T4. Estas
amostras ndo mostraram qualquer atividade antimicrobiana para o0os microrganismos
testados nem segundo qualquer um dos métodos utilizados. Concluimos que nas
condigbes utilizadas os sais de prata ndo se mostraram eficazes, ou seja, o téxtil em que
foram aplicados pode condicionar a sua atividade. E também relevante referir que é
desconhecida a concentracdo de sais de prata aplicados, e possivelmente a concentracao
utilizado podia estar abaixo do indicado para exercer atividade, por diluicdo devida a
presenca de outras fibras no téxtil. Contudo, quando foi testado o téxtil de 100% poliéster
bioativo, amostras S2-T2 e T4, néao foi verificada qualquer atividade inibitéria e essa
auséncia de efeito ndo se relacionou com a diferenca de aperto do téxtil. Nestas condi¢bes,
0S Nossos resultados ndo estdo concordantes com 0s descritos por outros autores, como
previamente referido. A concentragdo dos compostos antimicrobianos, o processo de
incorporacdo nos téxteis, a composicao do téxtil e o processamento dos proprios téxteis
podem ser parametros responsaveis pela variacdo de resultados observada. Em
concluséo, téxteis (S2-T2 e T4) indicados como tendo propriedades antimicrobianas nao
revelaram, nas condi¢bes deste estudo, essas capacidades. E disso exemplo o poliéster
bioativo que possui de prata ligada a fibra, e esta descrito pela marca Trevira® como tendo

uma boa atividade antimicrobiana que néo é afetada pelo desgaste nem pelas lavagens.

O bambu é apresentando como uma fibra natural com atividade antimicrobiana contra
bactérias de Gram-positivo e bactérias Gram-negativo. Esta propriedade deve-se a
presenca de compostos fendlicos na sua composicdo e segundo 0s chineses esta
capacidade deve-se ao agente bacteriostatico kun. Estas fibras tém sido utilizadas em
diferentes areas incluindo na area téxtil, no entanto ainda ndo existem evidéncias

cientificas suficientes que provem a sua atividade como antimicrobiano nesta area (Afrin et

Pagina 74



Atividade antimicrobiana em téxteis

al. 2012; Xi et al. 2013). Alguns autores avaliaram a resisténcia do bambu contra E. coli, S.
aureus e C. albicans e concluiram que nao havia efeito contra estes microrganismos (Xi et
al. 2013). No nosso estudo, os téxteis S1:T4-T9 continham bambu na sua composic¢ao, ou
seja, 0 bambu foi utilizado numas das faces ou como ligante e os téxteis S2:T1 e T3 eram
100% bambu. As amostras da primeira série, que continham bambu associado a outras
fibras, ndo mostraram qualquer atividade antimicrobiana. Apenas as amostras constituidas
por 100% de bambu, e independentemente do grau de aperto - S2:T1 e T3, mostraram
atividade contra a P. aeruginosa, E. coli e T. rubrum. Tendo em conta este resultado foi
possivel concluir que o bambu mostra atividade quando utilizado como uma fibra tnica em
2D e guando é diluida noutra fibra, como aconteceu nos téxteis da Série 1 (téxteis 3D), ndo
mostrou a sua atividade e 0os microrganismos conseguiram crescer nos téxteis testados.
Os nossos resultados confirmam os apresentados por outros autores relativamente a falta
de eficacia contra C. albicans e S. aureus. Contudo, no nosso ensaio, e nas condi¢gbes
usadas, foi mostrada suscetibilidade de E. coli, contrariando o resultado de Xi e
colaboradores em 2013. Para verificarmos esta discrepancia de resultados seria
necessario confirmar usando rigorosamente a mesma metodologia, a qual pode fazer variar

o resultado, como aliés foi possivel verificar ao longo do nosso trabalho.

RUCO-BAC AGP é um antimicrobiano e na amostra S2-T7 foi aplicado no algodao
segundo o método de impregnacdo com uma taxa de impregnacao de 70%. De acordo
com o fabricante, € uma preparacdo de sais inorganicos e surfactantes utilizada no
acabamento de téxteis higiénicos e que pode ser aplicada em todo o tipo de fibras. As
funcdes descritas sao atividade bactericida e propriedades levemente fungicidas.
Apresenta também elevada resisténcia a lavagens e limpeza a seco (Rudolf Chemie 2013).

O téxtil S2-T7 era algoddo branqueado impregnado com Ruco-BAC AGP, sendo
esperada a sua atividade contra todos o0s microrganismos. Tendo em conta as
caracteristicas descritas, era esperado que houvesse inibicdo do crescimento de todas as
bactérias e fungos testados. Nos métodos n&o padronizados, inoculacdo dos
microrganismos no téxtil e inoculagdo dos microrganismos em tapete no meio de cultura,
este téxtil inibiu todas as bactérias testadas e o dermatofito T. rubrum, ndo sendo
observada atividade para C. albicans. No método padronizado a levedura C. albicans e a
bactéria S. aureus mostraram diferencas em relagdo aos métodos ndo padronizados. O
téxtil S2:T7 mostrou atividade para C. albicans e deixou de mostrar atividade para S.
aureus. Esta diferenca foi confirmada por este método utilizando meios diferenciais.

Como controlo para este téxtil tinha sido relevante utilizar o algoddo branqueado sem o

antimicrobiano para perceber se os resultados obtidos para o téxtil S2-T7 se devia a
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atividade do antimicrobiano ou se o algoddo branqueado teria algum efeito nestes
resultados, contudo neste estudo néo foi possivel verificar se existia alguma diferenca.

Thymus vulgaris foi descrito em varios estudos como tendo propriedades
antimicrobianas. Este 6leo essencial contém na sua composi¢cdo uma complexa mistura de
compostos volateis e ndo volateis produzidos pela planta como metabolitos (Chang et al.
2012). O estudo de Vaz e seus colaboradores, em 2004, mostrou que o carvacrol era o
composto presente em maior quantidade neste 6leo essencial e que este composto é
responsavel, pelo menos em parte, pelas caracteristicas antimicrobianas deste 6leo. O
timol, outro constituinte do 6leo, demostrou ter um efeito antibacteriano 30 vezes maior e
4 vezes menor efeito téxico que o fenol (Mollarafie et al. 2015).

Com o objetivo de avaliarmos a capacidade de 6leos essenciais com propriedades
antimicrobianas poderem ser usados para funcionalizar téxteis, tornando-os
antimicrobianos, levou-nos a testar T. vulgaris por incorporacdo nos téxteis que nao
apresentavam atividade antimicrobiana. Essa avaliagdo conduziu-nos, e como referido nos
resultados, a conclusdo da necessidade de incorporar uma maior concentracdo de T.
vulgaris, relativamente ao valor de CMI determinado, e de que a concentragdo de 5 uL/mL
era suficiente para inibir todos os microrganismos testados. Na realidade, estas amostras
foram sujeitas a uma secagem durante 24 horas a 37°C, o que pode justificar uma
diminuicdo de atividade do 6leo por evaporacao, relativamente ao método da avaliacdo da
CMI em microplaca e meio liquido. Por outro lado, o contacto entre o 6leo e o
microrganismo é muito mais intimo na microdiluicdo em placa do que na técnica de
impregnacédo no téxtil, o que igualmente pode justificar esse aumento da concentragéo
eficaz. Todos os téxteis da Série 1 e 2 ndo ativos foram testados com T. vulgaris nas
concentracbes de 5 pL/mL e 2,5 pL/mL, segundo o método de inoculacdo de
microrganismos em téxteis. Segundo esta técnica todos os téxteis mostraram atividade
contra todos 0s microrganismos, exceto os téxteis S2-T5 e S2-T6 para P. aeruginosa. Esta
bactéria foi a que mostrou um maior valor de CMI (superior a 5 pL/mL), por isso este
resultado podia ser explicado pela CMI desta bactéria, no entanto a concentracéo de 5
pL/mL mostrou atividade para os restantes téxteis. Além disto, S2-T5 e S2-T6
correspondem a algodé&o cru e poliéster respetivamente, logo este resultado ndo esta de
acordo com os resultados obtidos anteriormente, uma vez que o algoddo quando
impregnado com T. vulgaris na concentracdo de 5 pL/mL e utilizado como controlo positivo,
mostrou atividade, ou seja, ndo foi observado crescimento bacteriano/fungico. A natureza
e estrutura bidimensional ou tridimensional do téxtil ndo parece afetar a atividade do T.

vulgaris.
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Neste estudo o T. vulgaris foi funcionalizado nos téxteis de algod&o e poliéster nas
concentracdes de 5, 10 e 20 pL/mL (terceira série de téxteis). Apos termos verificado a
necessidade de incorporar uma maior concentragdo de T. vulgaris, relativamente ao valor
de CMI determinado, e que a concentragdo de 5 uL/mL era suficiente para inibir todos os
microrganismos testados, usamos essa concentracdo como a minima, 2 vezes e 4 vezes
essa concentracdo. As solugdes do 6leo usadas nos ensaios no laboratério foram, como
previamente indicado, preparadas em soro fisiologico/DMSO. Contudo, quando da
funcionalizacdo dos téxteis com essa solucao foi observada uma reacédo de libertacdo de
vapores que conduziu ao uso de solu¢des preparadas no solvente agua/etanol, e de acordo
com experiéncia prévia da sua utilizacdo. A escolha deste solvente teve por base os
resultados apresentados por alguns autores, como é o caso do estudo de Shahidi e seus
colaboradores, em 2014, que mostraram a inibigdo dos microrganismos utilizando
concentracdes de 7% de timol em agua/etanol (85:15). Assim, o departamento téxtil da
Universidade do Minho fabricou a terceira série de téxteis, utilizando o T. vulgaris diluido
no solvente agua/etanol (60:40).

Como apresentado nos resultados, as amostras de poliéster funcionalizadas com T.
vulgaris (S3:T3-T5) ndo mostraram qualquer atividade contra 0s microrganismos testados,
mesmo para a concentracdo de 4 vezes a observada em laboratério. Apenas o téxtil S3-
T2, de algodéo funcionalizado com 20 pL/mL de T. vulgaris mostrou atividade contra E.
coli, S. aureus e T. rubrum. Outros dermatofitos foram testados neste téxtil, contudo nédo
foi observada atividade antimicrobiana. A atividade apresentada pela amostra S3-T2 ndo
foi da responsabilidade do solvente usado (agua/etanol), uma vez que 0s microrganismos
cresceram quando o téxtil (algodao/poliéster) foi embebido na solugdo do solvente e
testado.

A falta de atividade das amostras contendo o 6leo numa concentracao 4 vezes superior
a concentracdo ativa, obtida pelo método da impregnacdo, ndo pode ser da
responsabilidade da atividade do principio ativo uma vez que no controlo positivo por
impregnacdo a uma concentracao 4 vezes mais baixa se observou atividade.

E possivel que o T. vulgaris, sendo um 6leo essencial, tenha desaparecido total ou
parcialmente quando sujeito ao processo de esterilizacdo, uma vez que para além da sua
natural volatilidade, nos téxteis funcionalizados se encontra numa mistura com o etanol, o
gue poderia facilitar a sua evaporagdo. A perda de atividade e a necessidade de
concentracdes muito elevadas poderiam explicar a auséncia de efeito para as
concentracdes de 5 e de 10 pL/mL. Comparando com o método de impregnacdo no
laborat6rio, em que o téxtil é esterilizado antes da impregnacdo e apenas sujeito a uma
secagem a 37°C por 24 horas, neste caso o téxtil é esterilizado apés a funcionalizagéo.

Contudo, para a concentracdo maxima testada, 20 pL/mL, foi verificado efeito para as fibras

Pagina 77



Atividade antimicrobiana em téxteis

de algoddo nédo tendo sido verificado efeito paras as fibras de poliéster. As fibras de
poliéster sdo mais largas que as fibras de algodéo, o que pode justificar uma maior perda
por evaporacdo devida a uma menor capacidade de retencdo dos compostos. A questao
de a temperatura, principalmente a temperatura usada durante esterilizagdo, ser
responséavel pela perda de atividade do T. vulgaris foi avaliada. Os téxteis funcionalizados
foram esterilizados e testados e foram usados diretamente sem processo de esterilizagéo.
Independentemente da possibilidade de aparecer crescimento de contaminantes, foi
possivel observar que a perda de atividade também era verificada no téxtil ndo sujeito a
essa elevada temperatura. Com base neste resultado, restava concluir que a perda de
atividade ocorreria durante o processo de funcionalizacdo do téxtil em que sao aplicadas
temperaturas elevadas. Quando os téxteis de algodao e poliéster impregnados de T.
vulgaris foram secos a diferentes temperaturas, a atividade foi diminuindo relacionando-se
com a elevacdo da temperatura. Neste ensaio a atividade foi mais dependente da
temperatura nas amostras mergulhadas na solu¢do de funcionalizagéo (agua/etanol) do
qgue na solugéo de ensaio laboratorial (soro fisiologico/DMSO). Concluiu-se que usando o
solvente agua/etanol a atividade do T. vulgaris desaparece da amostra quando os téxteis
sdo submetidos a elevadas temperaturas. Pelo contrario, quando utilizado o solvente soro
fisiolégico/DMSO mesmo a elevadas temperaturas o T. vulgaris manteve-se ativo para o
algoddo e poliéster, embora fosse perdendo alguma atividade com o aumento da
temperatura a que era submetido. Assim, poderemos sugerir que o etanol ndo sera um
bom veiculo para 6leos essenciais pois com a temperatura a sua evaporacdo podera
promover uma mais facil eliminacéo do 6leo. Existem diferentes solventes para preparar a
solugdo de T. vulgaris nomeadamente agua, etanol, metanol, diclorometano, acetona e
hexano, contudo é necessario escolher o solvente de acordo com os procedimentos a que
o téxtil vai ser submetido (Gurjar et al. 2012). Neste trabalho o uso do solvente agua/etanol
mostrou-se inapropriado para o método, o Oleo essencial e as concentragdes utilizadas.
Outros solventes, outros 0leos e eventualmente a micro ou nanoencapsulagdo podem ser
solucdes para transformar 6leos essenciais de atividades antimicrobianas em compostos
funcionais quando incluidos em téxteis.

Foi possivel ainda concluir que a atividade do T. vulgaris em téxteis esta dependente do
método de aplicacdo e do material téxtii em que € aplicado, assim como da sua
concentracdo. O seu uso em téxteis poderd revelar-se uma alternativa a alguns
antimicrobianos sintéticos desde que melhorada a sua aplicacéo.

O método normalizado AATCC 147 ao longo do estudo revelou-se de dificlil
interpretagéo porque os meios de cultura sdo da mesma cor dos téxteis e portanto torna-
se dificil perceber se existe crescimento microbiano nos téxteis, pelo que foram

implementados dois novos métodos ndo normalizados. Apesar destes métodos nao serem
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normalizados o0s resultados observados estiveram de acordo com o0s resultados
inicialmente obtidos pela norma. Os téxteis utilizados para comparar os resultados foram
os da primeira série, uma vez que estes foram testados pelos trés métodos e os resultados
observados foram concordantes entre si. O uso de meios diferenciais e seletivos também
se revelou um grande apoio na leitura dos resultados, uma vez que o desenvolvimento de
cor dos microrganismos era também observada nos téxteis e assim facilmente detetada a
presenca ou auséncia de crescimento bacteriano/fungico, podendo ser aplicados no
método normalizado. Durante o estudo foram também utilizados meio liquidos inoculados
com téxteis e microrganismos, para ser observada a presenca ou auséncia de crescimento.
Estes meios serviram essencialmente para demonstrar que a auséncia de crescimento de
microrganismos nos meios em placa nao se devia ao intimo contacto entre o téxtil e o agar,

mas sim a atividade dos téxteis.

Pagina 79



Atividade antimicrobiana em téxteis

Conclusbes e Perspetivas
futuras

Pagina 80



Atividade antimicrobiana em téxteis

9. Conclusdes e Perspetivas futuras

A industria téxtil € essencial no nosso quotidiano, e a aplicacdo da ciéncia e tecnologia
ao longo da histéria melhorou as propriedades dos téxteis tornando-os mais seguros e
eficazes.

Sem duvida que a avaliagdo da atividade antimicrobiana de produtos téxteis descritos
como tendo essas propriedades é necessaria, uma vez que se encontram rotulados com
essas caracteristicas.

No nosso estudo ficou concluido e demonstrado que a atividade de um antimicrobiano
€ dependente do método de aplicacdo, do processamento que sofre durante a sua
fabricacéo, dos procedimentos aplicados para avaliar a atividade e ainda da natureza e tipo
de téxtil (2D ou 3D). Concluimos que os téxteis 2D com Bambu mostraram eficacia contra
alguns microrganismos e gue, pelo contrario, quando esta fibra foi aplicada em téxteis 3D,
associada a outras fibras, ndo demostrou qualquer atividade.

O nosso estudo relevou a capacidade antibacteriana/antifungica de alguns téxteis
referenciados na literatura como tendo essa capacidade. Contudo, alguns téxteis indicados
como tendo estas propriedades néo as revelaram, nas condi¢des deste estudo.

O uso, pela industria, de antimicrobianos naturais esta a aumentar devido as suas
caracteristicas. Neste estudo foi demostrada a boa capacidade antimicrobiana do T.
vulgaris, um 6leo essencial vulgarmente conhecido por tomilho.

Futuramente seria relevante melhorar o seu método de incorporacdo nos téxteis
utilizando por exemplo, os métodos de microencapsulacdo. Como ja descrito em alguns
estudos, este método pode ser uma boa alternativa para evitar o seu desaparecimento dos
produtos téxteis.

Concluimos também que os métodos nédo padronizados utilizados melhoraram a leitura
dos resultados e comparativamente com a metodologia normalizada AATCC 147, mostram
resultados semelhantes, exceto para um téxtil da segunda série que os resultados para S.
aureus e C. albicans foram diferentes, como abordado anteriormente. Na norma AATCC
147, sendo a norma de referéncia para determinar qualitativamente a atividade
antimicrobiana, poderiam ser introduzidos os meios de cultura diferencias, que facilitam a
identificacdo do crescimento microbiano, como demonstrado ao longo deste trabalho.

Num estudo futuro seria importante avaliar os téxteis que mostraram atividade pelo
método quantitativo AATCC 100- Avaliacdo da atividade antibacteriana em materiais
téxteis, para avaliar a taxa de reducdo de microrganismos nos téxteis e assim, determinar
capacidade antimicrobiana de cada téxtil.

Apesar de existirem diversos estudos que mostram a atividade antibacteriana/

antifingica de antimicrobianos naturais e sintéticos e de téxteis funcionalizados com estes
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compostos é ainda necessario desenvolver outros estudos mais conclusivos que
demonstrem a capacidade antimicrobiana de téxteis funcionalizados e a sua aplicabilidade
em téxteis, como exemplo, em téxteis utilizados no fabrico de calgado. Para que o seu uso
pelo consumidor seja seguro, seria ainda necessario avaliar a citotoxicidade dos
antimicrobianos, uma vez que os produtos téxteis estdo em contacto direto com a pele.
Questbes como a durabilidade da eficicia ao longo do tempo também necessitam de ser
ultrapassadas pela industria. Os antimicrobianos sdo essencialmente perdidos nas
lavagens, por isso estudos que demonstrem esta perda sdo também indispensaveis em

téxteis funcionalizados futuramente.

Concluimos com este estudo que ainda muito trabalho precisa de ser feito, de forma a
tornar o uso de téxteis antimicrobianos uma realidade com resultados comprovados e sem

riscos para o consumidor. Podendo ser utlizados em diferentes areas.
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