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Resumo

Os hospitais sao locais onde o risco de infecdo é maior, devido a concentracédo e variedade de
microrganismos presentes nos mesmos, incluindo de variantes resistentes a antibioticos. Para além
disso, o surto da doenca por coronavirus - 2019 (COVID-19), causado pelo virus denominado sindrome
respiratdria aguda grave coronavirus 2 (SARS-CoV-2), assim como a exposicdo dos profissionais de salude
e pacientes a este, levou a um consideravel aumento nos casos de infecao nos hospitais. Isto, juntamente
com o aumento exponencial da utilizacdo de Equipamentos de Protecéo Individual (EPIs) descartaveis
durante a pandemia, mostrou a necessidade de uma atualizacdo da industria téxtil, de forma a produzir
mais e melhores EPIs, que sejam mais seguros e sustentaveis, ndo apenas para os profissionais de

salide, mas também para os restantes cidadaos.

No presente trabalho, foi estudada a funcionalizacdo de substratos téxteis a base de algodao,
poliéster e misturas destes com nanoparticulas de ouro e hidroxiapatite, com elevadas propriedades
antimicrobianas. O proposito principal passou por entender quais as melhores condicdes para a
funcionalizacao dos téxteis, de modo a obter elevado rendimento e uniformidade, assim como solidez a
lavagem, até 20 ciclos. Foram analisados diversos fatores, entre eles, o pré-tratamento dos substratos
téxteis, processos de funcionalizacdo, agentes de ligacdo, pH, tempo, temperatura, auxiliares téxteis,
entre outros. Aplicou-se também a metodologia Design of Experiments (DoE), que permite otimizar
processos (neste caso, para prever qual era a melhor relacéo entre tempo e temperatura), com uma
limitada quantidade de ensaios. Neste ponto, foram avaliadas a atividade antimicrobiana dos substratos
funcionalizados, bem como a sua durabilidade a lavagem. A avaliacdo da quantidade de nanoparticulas
ligadas ao substrato foi feita por meio de analises da Espectrometria UV-Vis, Microscopia Eletrénica de
Varrimento acoplada com espetroscopia de raios X por dispersao de energia (SEM-EDS) e Espetroscopia

de Absorcao Atdmica (AAS).

O processo de funcionalizacao que se revelou mais eficiente foi por esgotamento. Por sua vez, o uso
de surfactantes conduziu a melhorias significativas quanto a dispersdao das nanoparticulas e a
uniformidade dos téxteis acabados. Foi possivel obter substratos téxteis com um bom rendimento de
nanoparticulas ligadas e com boa solidez a lavagem. Os substratos mostraram ainda boa atividade

antibacteriana, inclusive, apds 20 ciclos de lavagem.

Palavras-chave: Antimicrobiano; Desenho de Experiéncias; funcionalizacdo; nanoparticulas; ouro.



Abstract

Hospitals are places where the risk of infection is higher, due to the concentration and variety of
microorganisms present in them, including antibiotic resistant strains. Added to this, the outbreak of
coronavirus disease 2019 (COVID-19), caused by severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
(SARS-CoV-2), and the exposure of healthcare workers and patients to this new virus, led to a great
increase of infection cases in the hospitals. This, summed to the huge amounts of disposable Personal
Protection Equipment (PPEs) used during the pandemic, clearly called for an update from the textile
industry, to produce more and better PPE, including safer and more sustainable ones, not only for the

healthcare workers, but also for the remaining citizens.

This work focused on the functionalization of textile fabrics based on cotton, polyester and their
combination with gold-hydroxyapatite nanoparticles (NPs), with high antimicrobial properties and. The
main goal of this work was to find the most suitable conditions for the textile functionalization, to obtain
high yields and uniformity, and washing fastness up to 20 washing cycles. Many factors were analysed,
such as textile substrates pre-treatments, functionalization processes, crosslinking agents, pH, time and
temperature, textile auxiliaries, etc. Design of Experiments (DoE) was applied, as this allows to optimize
the process (in this case to predict the most suitable relation time vs. temperature) with a limited number
of experiments. The functionalized substrates’ antimicrobial activity and its durability to washing was
evaluated. The assessment of the NPs bonded to the substrates was done by UV-vis analysis, Scanning
Electron Microscopy coupled with energy-dispersive X-ray Spectrometry (SEM-EDS) and Atomic
Absorption Spectroscopy (AAS).

The results showed that the best functionalization process was by exhaustion, and the use of
surfactants highly improved the dispersion of the NPs and the uniformity of finished textiles. It was
possible to obtain textile substrates with a good yield of linked NPs and with a good washing fastness.

The textile substrates showed good antimicrobial activity, even after 20 washing cycles.

Keywords: Antimicrobial; Design of Experiments; functionalization; gold; nanoparticles.
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1. Introducéao

A situacao pandémica que se vive atualmente tem originado uma série de transformacoes
em diferentes setores laborais e sociais. Perante este panorama, é cada vez mais importante a
industria téxtil acompanhar as novas tecnologias, de forma a conseguir responder aos diversos
desafios apresentados, neste caso, pelo setor da saude. Por este motivo, o tema da presente
dissertacdo foi o desenvolvimento de produtos téxteis com propriedades antimicrobianas
utilizando, para o efeito, nanoparticulas de ouro, para posterior aplicacdo em Equipamentos de

Protecao Individual (EPIs).

Os materiais téxteis podem ser propicios a propagacao de microrganismos, ndo so devido a
sua elevada superficie de contacto, mas também pela capacidade de retencdo de humidade,
criando, desta forma, condicdes favoraveis para o crescimento de, por exemplo, bactérias e
fungos. Assim, a potencial contaminacdo de materiais téxteis com microrganismos é motivo de
atencao, tanto para uso em ambiente hospitalares, como em roupa de desporto ou na industria

alimentar (Morais ef al., 2016).

Segundo o Guia Geral para a Selecdo de Equipamentos de Protecao Individual (Almeida ef
al, 2016), entende-se que EPIs sdo todos os equipamentos, incluindo complementos ou
acessorios, cuja principal funcao é a protecao do trabalhador (a nivel de saude e seguranca) dos
riscos a que esta exposto no local trabalho. A nivel hospitalar, € necessario ter em consideracao
que os profissionais de saude estdo expostos a um maior numero de doencas infeciosas,
comparativamente a restante populacao. Assim sendo, estes podem nao s6 desenvolver doenca
grave devido a carga microbiana a que estdo expostos, mas também atuar como transmissores
(Matte et al, 2020). Por este motivo, e considerando a potencial aplicacdo dos téxteis
funcionalizados neste trabalho, as bactérias aqui analisadas foram selecionadas das estirpes mais
conhecidas como causadoras de infecoes hospitalares (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus). Em particular, as bactérias P. aeruginosa e S. aureus apresentam
elevada resisténcia a varios desinfetantes e antibiéticos (Hasanvand et a/, 2021), sendo por isso
de particular interesse o desenvolvimento de téxteis (e outras superficies) com resisténcia a estas

bactérias, isto €, que previnam a sua propagacao.

Para o desenvolvimento deste trabalho, foi importante entender de que forma se poderiam

funcionalizar os substratos téxteis com nanoparticulas de ouro (AuNPs) funcionalizadas com
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grupos NH, e COOH, de modo a aumentar a solidez dos mesmos a lavagem. Estudaram-se e
aplicaram-se diversos processos de funcionalizacdo, assim como pré-tratamentos, de modo a
potencializar o efeito antibacteriano. A modificacdo dos substratos téxteis por meio de pré-
tratamentos e/ou a utilizacdo de crosslinkers (agentes de ligacdo) permitiu criar uma ligacao
covalente entre o substrato e 0s grupos funcionais das AuNPs, aumentando nao so a solidez dos

mesmos, mas também o préprio rendimento do processo.

1.1. Objetivos

Esta dissertacdo tem como principal objetivo o estudo da funcionalizacao de substratos téxteis
com nanoparticulas de ouro, para lhes conferir propriedades antimicrobianas. O desenvolvimento

deste projeto dividiu-se nas seguintes etapas:

»  Estudo de diversos pré-tratamentos e métodos de funcionalizacdo de substratos téxteis com
polimeros, nanoparticulas ou outros materiais funcionalizados com grupos NH, e COOH,;

» Aplicacao de diversos pré-tratamentos e métodos de funcionalizacdo de substratos téxteis
com AuNPs;

» Otimizacao do processo de funcionalizacao, através da aplicacdo de auxiliares téxteis e
crosslinkers,

» Otimizacdo do processo através do método DoE, relacionando as variaveis tempo e
temperatura;

> Analise do rendimento do processo de funcionalizacdo e da solidez a lavagem, estudando
diversas variaveis, como tempo, temperatura, pH, adicdo de produtos auxiliares,
crosslinkers, entre outros;

» Analise da atividade antimicrobiana dos substratos téxteis, através de ensaios de

microbiologia.

1.2. Estrutura da dissertacao
A presente dissertacdo é composta por cinco capitulos.

O primeiro corresponde a introducao do tema proposto para a dissertacao e faz um pequeno

enquadramento.
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No segundo capitulo, por sua vez, é apresentada toda a fundamentacéao teorica e o estado da
arte dos principais objetivos deste trabalho, que permitiu o desenvolvimento do mesmo. Destaque

para 0s pré-tratamentos e funcionalizacao dos substratos téxteis.

Na terceira seccao sao inseridos os métodos aplicados durante o trabalho, assim como o
material utilizado. Neste capitulo estda também apresentado o planeamento dos ensaios
laboratoriais realizados ao longo do trabalho, assim como todos os testes realizados aos substratos

téxteis e as AuNPs.

O quarto capitulo corresponde a apresentacdo e discussao de resultados, onde sao

comparados os diversos resultados obtidos através dos diferentes processos aplicados.

Por ultimo, o quinto capitulo, finaliza a presente dissertacdo, com as conclusdes sobre 0s

resultados obtidos, assim como propostas de melhoria para trabalhos futuros.
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2. Enquadramento Tedrico

2.1. Microrganismos (virus, bactérias e fungos)

Os microrganismos, ou microbios, sdo organismos de tamanho microscépico. Entre os
mesmos estao incluidos os virus, bactérias ou fungos, sobre os quais existem algumas diferencas
a ressaltar. Dentro das diferentes espécies, é possivel verificar que alguns sao benéficos ou nao
causam qualquer patologia no ser humano, enquanto outros sao prejudiciais e ha necessidade de

controlar os mesmos.

Ainda nao ha consenso entre investigadores relativamente a definicao de virus, sendo que
uns afirmam que este & um organismo, € outros avaliam-no como particulas infeciosas, cuja
multiplicacao depende da maquinaria enzimatica das células dos hospedeiros, quando se infiltram
no material genético das células. De forma simplificada, os virus séo compostos por uma capsula
proteica (capsidio) ou membrana e acido nucleico, que pode conter DNA (p.e. no caso dos
adenovirus) ou RNA (p.e. no caso dos retrovirus) responsavel pela replicacao viral. E na capsula
proteica/membrana que se encontram as proteinas que vao ligar o virus a célula do hospedeiro e

iniciar o processo de infecao (Pelczar and Pelczar, 2020).

As bactérias sao organismos procariontes, visto ndo possuirem nucleo organizado, com
membrana, e a sua reproducdo pode ser sexuada ou assexuada. Estes organismos sao
constituidos por uma parede celular, uma membrana plasmatica que envolve o material genético
em nucleoide, e algumas podem apresentar flagelos na sua superficie, para auxiliar a
movimentacdo (Pelczar and Pelczar, 2020). As bactérias podem ser distinguidas por gram-
positivas ou gram-negativas. A principal diferenca entre os dois grupos € no facto das primeiras
terem uma camada espessa de peptidoglicano e nao possuirem membrana lipidica externa e, nas
segundas, a camada de peptidoglicano é fina e apresentam membrana lipidica externa. As
bactérias nao sao na sua totalidade agentes patogénicos, pois algumas, as probioticas, podem ser

benéficas para os animais e para 0 Homem.

Os fungos pertencem ao reino Fungi, podem ser unicelulares ou pluricelulares, e possuem
diversas dimensdes. Sdo organismos eucariontes, ou seja, possuem um nucleo organizado
revestido por membrana, e absorvem nutrientes do ambiente (Pelczar and Pelczar, 2020), como

forma de alimento. Nos fungos pluricelulares pode-se destacar os fungos filamentosos, que apesar
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de possuir tamanho microscopico, quanto esta presente em grande numero torna-se visivel a olho
nu. Por outro lado, existem os fungos unicelulares, denominados de leveduras, que estao
presentes no fabrico do pao e em muitas bebidas fermentadas, por exemplo. Algumas espécies
de leveduras podem ser patogénicas, como é o caso do fungo Candida albicans, que é responsavel

pela doenca candidiase.

2.2. Acabamentos Funcionais

Os acabamentos funcionais permitem conferir aos substratos caracteristicas funcionais que
estes por si s6 nao possuem, com o intuito de satisfazer algumas necessidades que o ser humano

vai apresentando.

Em particular, a funcionalizacao dos téxteis pode ser realizada nas diferentes etapas do
processo de producao téxtil, desde a selecao das fibras, aos acabamentos. A funcionalizacao do
substrato na fase final do processo téxtil, ou seja, durante os acabamentos, & convencionalmente

realizada por impregnacao, esgotamento, grafting, spray, revestimento, entre outros métodos.

A nanotecnologia é a ciéncia dedicada ao estudo de materiais com dimensdes entre 1 e 100
nanometros. Esta tecnologia, em particular, tem sido amplamente investigada na area dos
acabamentos funcionais, devido as vantagens que apresenta, tais como maior area superficial,
alta reatividade, menor gasto/consumo da substancia ativa/funcional, maior facilidade das
nanoparticulas penetrarem no substrato (Soares, 2020), permitindo conferir aos substratos téxteis

propriedades diferenciadoras.

2.3. Acabamentos Antimicrobianos

Os acabamentos antimicrobianos sdo constantemente alvo de diversos estudos, pois
permitem conferir aos substratos uma certa protecdo contra microrganismos e podem ser
utilizados em diversas areas. Este tipo de acabamentos tem diversas funcionalidades, podendo
controlar o crescimento de microrganismos nos substratos e, consequentemente: controlar os
odores provocados pelos mesmos; ajuda na diminuicdo da propagacao de infecdes em ambiente
hospitalar, ou no tratamento localizado de feridas e de outras infecoes; proteger o substrato téxtil
para que este ndo se degrade facilmente (Gopalakrishnan and Aswini, 2007). Para uma boa
funcionalizacdo dos substratos, & necessario que os acabamentos antimicrobianos, para além de

apresentarem uma consideravel atividade antimicrobiana, sejam resistentes as normais condicdes
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de uso e limpeza para aplicacdo pretendida (ou seja: lavagem, secagem, prensagem, friccao,
fluidos corporais) sejam de facil aplicacao a escala industrial, ndo sejam prejudiciais ao meio
ambiente e, 0 mais importante, ndo sejam téxicos, nem provoquem danos ao utilizador,

respeitando os regulamentos de seguranca e qualidade (Gopalakrishnan and Aswini, 2007).

Os acabamentos antimicrobianos podem ser caracterizados como biocidas ou biostaticos,
sendo que os primeiros matam ou inviabilizam os microrganismos, e 0s segundos apenas inibem
0 seu crescimento. Os mecanismos de atuacdo destes acabamentos podem ser ativos ou passivos.
Num mecanismo ativo ha a presenca de um ou varios agentes antimicrobianos que podem atuar,
por exemplo, por: libertacdo controlada; regeneracdo do componente ativo; efeito barreira,
eliminando os microrganismos ou inibindo o seu crescimento. Num mecanismo passivo, nao existe
um agente antimicrobiano, ou seja, ndo ha substancia ativa, mas o substrato pode ser revestido
com polimeros antiaderentes ou pode ocorrer alteracdo da geometria da superficie do substrato,
criando, por exemplo, um efeito 16tus (anti-fouling), que impede a adesdo dos microrganismos e,

deste modo, estes nao possuem condicdes adequadas para se desenvolver (Soares, 2020).

A nivel dos agentes antimicrobianos usados na area téxtil, estes podem ser divididos em dois
grandes grupos: compostos organicos [e.g. compostos de amonio quaternario, quitosano,
triclosan, polihexametileno biguanida (PHMB)] e compostos inorganicos (por exemplo: metais e
oxidos metalicos, incluindo na forma nano), sendo que, de forma geral, os ultimos apresentam

atividade antimicrobiana superior (Saidin et a/., 2021).

As nanoparticulas metalicas podem ter inumeras aplicacoes, onde se incluem as 6ticas,
elétricas, magnéticas, antimicrobianas, entre outras (Park ef a/, 2012). Em particular, as
nanoparticulas de alguns metais tém grande influéncia no combate as bactérias gram-positivas e
gram-negativas (Rai, Prabhune and Perry, 2010). Os metais mais utilizados até ao momento para
o efeito antimicrobiano sao a prata, o cobre, 0 ouro, 0 zinco e o titanio, sendo que os dois ultimos
sd0 mais utilizados sob a forma de déxidos (Porto ef a/,, 2017; Arakawa ef a/, 2015; Gao et al,
2014). As nanoparticulas de prata (AgNPs), por exemplo, apresentam excelente atividade
antibacteriana, mesmo em baixas concentracdes (Yin et a/., 2020). O funcionamento das mesmas
pode ser descrito pela penetracao dos ides de prata na parede celular da bactéria, comprometendo

assim o material genético da mesma e, consequentemente, 0s seus processos metabdlicos,
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causando, deste modo, a morte celular (Saidin ef a/., 2021). Atualmente as AgNPs sao utilizadas
na industria téxtil para a producao de EPIs (Raza, Taqi and Tarig, 2021), mas também em
dispositivos biomédicos, e téxteis-lar, apresentando bons resultados, tanto para bactérias gram-

positivas, como para bactérias gram-negativas (Saidin et a/, 2021).

Apesar das inumeras vantagens apresentadas pelas nanoparticulas metalicas, as mesmas
podem apresentar alguns problemas, tais como a toxicidade, razdo pela qual existem critérios de
avaliacdo mais exigentes para substancias usadas na forma de nanoparticulas (por exemplo, pelo
Regulamento de Produtos Biocidas europeu, 528/2008 12). No caso das AgNPs, existem estudos
gue demonstraram a sua toxicidade, nao s6 para o ser humano, mas também para o meio
ambiente (Vukomanovic, Skapin and Suvorov, 2013). A producéo industrial das AgNPs por si s
ja é poluente, mas a este fator acresce a toxicidade das AgNPs, depois das mesmas serem
descartadas como residuos industriais (Tortella et af/, 2020). Existem também evidéncias
cientificas de que as AgNPs presentes no solo e na agua alteram a composicdo dos mesmos, e
podem ser toxicas para as espécies que habitam nestes meios, comprometendo assim a
biodiversidade (Tortella ef a/,, 2020). Alguns autores defendem também que as AgNPs podem
atuar nao so6 nos microrganismos, mas também nas células humanas, apesar da sua toxicidade

ser mais baixa nestas (Korshed ef a/,, 2016).

Por norma, a funcionalizacdo dos substratos téxteis com nanoparticulas tende a ter baixa
resisténcia as lavagens, assim como a outras acées mecanicas, como a friccao, devido a fraca
ligacdo das NPs aos substratos. Deste modo, as NPs podem ir-se libertando e: i) penetrar a pele
(devido a dimensao nano), atingindo mais facilmente as células humanas, e atravessar a blood-
brain barrier ou ii) serem facilmente descartadas para o meio ambiente, comprometendo a

biodiversidade, como ja foi referido anteriormente.

As nanoparticulas de ouro estdo presentes na humanidade desde a Antiguidade Classica,
sendo usadas na manufatura de vidro para conferir cor (Zhang et a/., 2015). Contudo, sé apenas
no século XX, com o surgimento do ultramicroscopio é que os cientistas comecaram a investigar
as propriedades quimicas das nanoparticulas de ouro para conferir cor a materiais compostos por
este metal. Apds a observacao destas particulas a nivel microscépico, foi possivel comecar a

formar teorias relativamente a sintese das mesmas, assim como das suas propriedades oticas. A
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cor que as nanoparticulas de ouro emitem esta diretamente relacionada com o seu tamanho, com
a frequéncia a qual os eletroes se movimentam e ao confinamento quéantico das particulas. Isto
significa que, quanto menor a dimensao das particulas, maior a vibracao dos eletrdes aquando da
incidéncia de radiacdo eletromagnética, ou seja, ocorre um efeito ressonante entre os eletrdes
condutores e a radiacao incidente. Este efeito ressonante também pode ser chamado de efeito de
ressonancia de plasmao que origina a banda plasmonica (Surface Plasmon Band - SPB). A
ressonancia de plasmao de superficie sucede devido ao facto de alguns eletrdes nas particulas de
ouro nao estarem ancorados a atomos individuais, e acabam por oscilar mais livremente quando

incide luz (Silva, 2017).

Nao existe, ainda, consenso relativamente aos efeitos antimicrobianos das nanoparticulas de
ouro. Certos autores defendem que estas, por si so, apresentam comportamento antimicrobiano,
referindo estudos que comprovam a existéncia de zonas de inibicdo para determinadas bactérias
gram-positivas (S. aureus) e gram-negativas (£. cof) (Saidin et al,, 2021), assim como a eficiéncia
das mesmas contra agentes patogénicos resistentes, e uma boa atividade antiviral (Yagoob ef a/.,
2020). Outros autores, por sua vez, defendem que estas devem estar funcionalizadas, ou ser
aplicadas em conjunto com um antibiético (Zhang et a/, 2015). Outros fatores, tais como
dimensao, forma, concentracao e outros métodos de purificacdo, também mostram influenciar a

eficacia das nanoparticulas de ouro.

De modo geral, é consensual que o efeito antimicrobiano das nanoparticulas de ouro é inferior
ao das nanoparticulas de prata. Balakumaram et a/. (2016) compararam o efeito antimicrobiano
de nanoparticulas de ouro e de prata desenvolvidas por micossintese (sintese via fungos), perante
agentes patogénicos humanos (Balakumaran ef a/, 2016). Os resultados mostraram que a
atividade antimicrobiana é bastante superior nas nanoparticulas de prata, nao tendo, as de ouro,
apresentado qualquer comportamento antimicrobiano. Por outro lado, as nanoparticulas de ouro
sd0 menos toxicas para os sistemas celulares e apresentam maior estabilidade quimica, assim

como métodos de sintese mais simples (Yaqoob ef a/., 2020; Saidin ef af., 2021).

Existem, contudo, alguns métodos para modificar as nanoparticulas e, deste modo, conferir-
lhes atividade antimicrobiana, como € o caso da oxidacao de nanoparticulas de ouro, ligacdes a
antibidticos, ou funcionalizacao das mesmas com, por exemplo, proteinas, peptideos, ou acidos
nucleicos (Mocan et al, 2017). Os complexos de Au(l) e de (Au)lll podem apresentar algum
comportamento antimicrobiano, o qual pode ser potencializado quando conjugado com
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antibioticos, auxiliando os ultimos no combate a bactérias que se tornam resistentes. Isto &, caso
0s antibioticos nao consigam eliminar as bactérias, as nanoparticulas eliminam, ocorrendo assim
um efeito sinérgico (Rai, Prabhune and Perry, 2010). Outra vantagem da ligacdo das
nanoparticulas com os antibidticos, € que as mesmas podem ser utilizadas como suas
transportadoras, devido ao seu tamanho reduzido, que torna facil a penetracdo nas células
humanas. As NPs podem também ser funcionalizadas com sinalizadores, capazes de distinguir
tipos especificos de células (Thambiraj, Hema and Ravi Shankaran, 2018), e que, ao entrar na
membrana da célula, libertam o agente antimicrobiano através, por exemplo, de estimulos internos

bioldgicos (Journal et al., 2016; Kong et al., 2017).

As nanoparticulas utilizadas neste estudo foram desenvolvidas e patenteadas pelo Instituto
Jozef Stefan (JSI), na Eslovénia. As mesmas foram sintetizadas através de um novo método sono-
quimico e possuem comportamento antibacteriano, devido a sua funcionalizacdo com diversos
grupos funcionais, como por exemplo grupos guanidina (do aminoacido arginina, que confere
atividade antibacteriana). Estas NPs encontram-se ainda funcionalizadas com grupos amina e com
grupos carboxilo que permitem que as nanoparticulas se liguem covalentemente aos téxteis
(Vukomanovic, Skapin and Suvorov, 2013). Os autores da patente afirmam que, efetivamente as
nanoparticulas de ouro por si s6 nao possuem comportamento antimicrobiano, e por isso sao
funcionalizadas com grupos funcionais (aminas protonadas) que atuam diretamente nas bactérias.
As nanoparticulas de ouro encontram-se ainda sob um suporte, a hidroxiapatite, que & uma
bioceramica, como é possivel ver na Figura 1. A fixacdo das nanoparticulas a hidroxipatite ocorreu

por meio de interacdes electroestaticas.
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Figura 1: Esquema das nanoparticulas utilizadas, na estrutura de hidroxiapatite (Vukomanovic, Skapin and Suvorov, 2013)
(utilizacao da imagem autorizada).

2.4. Aplicacdo de Nanoparticulas em Téxteis

Atualmente existem diversos métodos para funcionalizar os substratos téxteis com
nanoparticulas, sendo a selecdo do método mais adequado feita em funcdo de diversos
parametros, tais como: quantidade e tipologia de grupos funcionais existentes nas nanoparticulas,
tipo de substrato téxtil (fibra, estrutura, entre outros fatores), resisténcia das NPs, etc. Geralmente,
0s substratos téxteis precisam de algum tratamento antes de se efetuar a funcionalizacdo com as

nanoparticulas, de forma a potencializar e tornar mais eficaz a ligacdo das mesmas aos téxteis.

Os métodos de ligacdo das nanoparticulas aos substratos sdo de suma importancia, pois vao
influenciar diretamente a percentagem de ancoragem das particulas e a sua resisténcia a futuras
acoes mecanicas e quimicas, tais como lavagens, friccdo, entre outros. Tendo em conta a
aplicacao final deste estudo, como por exemplo em EPIs, é imperativo que as ligacdes das
nanoparticulas aos téxteis sejam resistentes a diversas lavagens, pois a perda da propriedade
antibacteriana durante as mesmas compromete a funcdo do EPI e, consequentemente, a protecao
da pessoa que o utiliza e dos que a rodeiam. Além disso, é muito importante evitar a libertacao de
nanoparticulas em lavagens, mesmo tendo em conta que, segundo a patente (Vukomanovic,
Skapin and Suvorov, 2013), as nanoparticulas utilizadas neste projeto sdo quimicamente inertes
e nao toéxicas para o meio ambiente, nem para o Homem. Assim sendo, é importante ressaltar
que nao foi testada a toxicidade das nanoparticulas durante a realizacao do presente trabalho e,

por este motivo, ndo se sabe se a adicao de agentes auxiliares modificou de alguma forma a sua
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composicao quimica, de forma que estas se tornassem prejudiciais ao Homem ou que originassem

problemas ambientais futuramente.

O pré-tratamento dos materiais téxteis permite preparar os substratos para receber o
acabamento funcional, potencializando a incorporacao/ligacdo dos agentes funcionais, neste caso,
nanoparticulas. Em primeiro lugar, é importante referir que por vezes os substratos vém com
determinadas impurezas naturais e/ou resultantes de processos téxteis anteriores, que
comprometem a penetracdo dos acabamentos funcionais, como é o caso das ceras e encolantes,
e, por este motivo, 0s substratos sdo submetidos a diferentes tratamentos que eliminam estes
componentes e aumentam a hidrofilidade dos téxteis. Por outro lado, por vezes sdo aplicados
outros tratamentos cuja finalidade é ativar, ou funcionalizar os substratos com determinados
grupos funcionais. Tendo em conta que um dos grandes problemas da aplicacdo das
nanoparticulas ¢ a sua baixa resisténcia as lavagens, uma forma de diminuir este problema é a
funcionalizacéo dos téxteis com determinados grupos quimicos que irdo posteriormente reagir com

alguns dos grupos a superficie das nanoparticulas, criando ligacdes covalentes fortes e resistentes.

A importancia das ligacdes quimicas entre grupos funcionais na area da funcionalizacdo téxtil
ja foi amplamente estudada, assim como a sua influéncia na fixacao dos agentes funcionais usados
nos acabamentos. No seu estudo, Gao et a/. (2014) verificou a formacado de pontes de hidrogénio
entre grupos carboxilo de um polimero com os grupos hidroxilo da celulose de um substrato de
algodado. Como a ligacdo é muito fraca (comparando com ligacdes covalentes), ao fim de 3
lavagens, ja se tinha perdido a ligacdo entre o polimero e o substrato. Deste modo, é sempre
preferencial que a ancoragem ocorra por meio de ligacdo covalente (eventualmente através de um
agente ligante), sendo esta uma ligacdo mais forte que as ligacdes idnicas ou de Van der Waals

(Sharaf et al, 2011).

A ativacao de substratos celuldsicos, como € o caso do algodao, pode ser realizada, por
exemplo, via oxidacao, cationizacao ou tratamento de plasma (Emam, 2019), nos quais 0s grupos

hidroxilo da celulose podem sofrer reacdes como esterificacao, nitracao ou oxidacao.
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A oxidacdao é um processo bastante utilizado na celulose, pois pode originar grupos
carboxilo, aldeido e cetona a partir dos grupos hidroxilo da celulose, dependendo do oxidante e
das condicdes de oxidacao. Uma das grandes vantagens da oxidacdo € a baixa degradacdo que
esta provoca na fibra (se usada em condicdes adequadas), assim como uma baixa modificacao
das propriedades mecanicas e morfologicas. Este processo introduz diversos grupos funcionais as
fibras, que serdo utilizados posteriormente em ligacdes covalentes com substancias funcionais. A
oxidacdo da celulose, seguida de funcionalizacdo com diversos componentes, tem sido
amplamente explorada, sendo de seguida apresentados alguns destes estudos. Zhang et al. (2009)
estudaram a aplicacdo de um polimero hiper-ramificado e com terminacdes amina (HPB-NH,),
apos a oxidacao do algodao com periodato de sdédio. Este composto quebrou algumas ligacdes C-
C dos anéis de glicose na celulose, como mostra a Figura 2, originando um substrato de algodao
oxidado, com grupos aldeido capazes de reagir mais tarde com os grupos amina do polimero,

ficando este ligado covalentemente ao substrato, através de ligacdes imina.

OH OH
N E o) (a) o (b) HO’%—*’O
N HO _ : o
HC ~
HO S CH HCA/O\CH (I;‘H 1l CH,
OH B é)\ 3 N N

Figura 2: Oxidacao do algodao (a) para posterior introducao do polimero HBP-NH, (b) (Zhang et a/., 2009)(adaptado).

Os resultados desta investigacdo mostraram que a ligacdo entre o polimero HBP-NH, e a
celulose é tanto mais forte, quando maior for o tempo de oxidacdo do algodao, sendo 30 minutos
o tempo 6timo de oxidacdo (2.0 g/L NalO,, 40 °C) para promover as ligacdes sem degradar a
celulose. A atividade antimicrobiana deste substrato funcionalizado teve apenas uma ligeira
reducao (cerca de 5 %) apos 20 lavagens domésticas, indicando uma funcionalizacao eficaz (Zhang

et al., 2009).

Xu et al. (2014), por sua vez, recorreram a uma mistura de acido fosforico e acido nitrico com
nitrito de sodio (H;PO,/HNO:-NaNQ,) para realizar a oxidacao. Neste caso ocorreu a oxidacdo dos
grupos hidroxilo primarios da glucose a grupos carboxilo, que posteriormente reagiram com 0s

grupos amina do quitosano, via ligacao amida, tendo esta ligacao sido comprovada por analise da
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Espetroscopia de Infravermelhos com Transformada de Fourier (FTIR). Os autores também
avaliaram o efeito antibacteriano, que se mostrou estavel mesmo apos 50 lavagens,
principalmente nas amostras que sofreram oxidacdes de 30 e 45 minutos. As amostras sem
oxidacao, ou com tempo de oxidacdo superior a 360 minutos, apresentaram resultados inferiores

e irregulares, e com um efeito antibacteriano bastante inferior (cerca de 50 % de reducéo).

O tratamento com plasma consiste na aplicacao de um gas que se encontra parcialmente
ionizado, e previamente submetido a elevadas temperaturas ou a fortes campos magnéticos ou
eletromagnéticos. A tecnologia de plasma é bastante utilizada para modificar superficies de
materiais téxteis pois pode promover ndo so a adesao entre polimeros (Zemlji¢, PerSin and Stenius,
2009), mas também a limpeza das impurezas presentes nos substratos téxteis, melhorias nos
processos de tingimento e estamparia, conferir propriedades hidrofilicas ou hidrofébicas, entre
outros (Zille, 2019). O seu mecanismo consiste em “usar particulas reativas do plasma para
quebrar ligacdes covalentes, e criar radicais livres e grupos funcionais” (Khalifa ef a/., 2016). Este
tipo de tratamento pode utilizar diferentes gases, tais como oxigénio, argon, nitrogénio, dioxido de
carbono, entre outros, sendo que a selecao do gas a utilizar depende do tipo de funcionalizacao

que se pretende dar ao substrato téxtil (Anjum et a/, 2019).

Zemljic ef al. (2009) estudaram o tratamento de viscose com plasma, aplicando oxigénio e
promovendo assim a adsorcao de quitosano no substrato. O tratamento de plasma ativou a
superficie do substrato, criando grupos funcionais polares, tais como ligacdes simples e duplas de
oxigénio e carbono (C-0O; C=0), e grupos carboxilo e aldeido, que atuam como centros
nucleofilicos, aos quais 0s grupos amina do quitosano se ligam. Nas amostras nao tratadas com
plasma também se verificou adsorcdo de quitosano, contudo, através da analise Espetroscopia de
Fotoeletrdes Excitados por raios X (XPS), verificou-se que as ligacdes formadas foram
predominantemente interacdes fisicas, como forcas de van der Waals e pontes de hidrogénio. A
atividade antimicrobiana foi maior nos substratos com o pré-tratamento de plasma que nos
substratos sem este pré-tratamento, devido ao maior rendimento de funcionalizacdo (que origina
um maior nimero de grupos amina disponiveis no substrato). Ainda assim, a tecnologia de plasma
nao € muito utilizada nos substratos celuldsicos pois requer a utilizacao de energias elevadas,

assim como gases funcionalizadores.
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Substratos Sintéticos - Poliéster

Relativamente ao poliéster, existem diversos métodos de modificacao da superficie, como é o
caso da hidrdlise alcalina, amindlise, grafting, tratamento com plasma, hidrélise enzimatica, laser,

entre outros (Harifi and Montazer, 2017).

Wei et a/. (2001), estudaram a introducdo de grupos funcionais em substratos de poliéster,
mais em concreto, grupos amina, carboxilo e hidroxilo (NHR; COOH; OH), para posteriormente
aplicar um acabamento que conferisse um toque sedoso ao substrato. As técnicas utilizadas para
modificar o substrato foram a hidrélise alcalina e a aminélise. A hidrolise alcalina
(saponificacao) permite introduzir grupos -OH e -COOH nos substratos, enquanto a amindlise
permite inserir grupos -NHR. A principal diferenca entre os dois processos & que 0 primeiro
modifica 0 substrato de forma muito superficial, criando poucos grupos, enquanto o segundo
permite a criacao de mais grupos funcionais, e pode ser mais Util para posteriores aplicacoes de
acabamentos, ou tingimentos. A reacao de amindlise € uma reacao nucleofilica, e esta descrita na
Figura 3. De forma resumida, a ligacao éster é clivada por ataque nucleofilico da amina, formando-

se uma amida e um alcool.
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Figura 3: Reacao de amindlise (Wei ard/ Gu, 2001) (adaptado).

A saponificacdo também foi estudada por Lv ef a/. (2014) e por Meng et a/. (2018). Os
primeiros exploraram a introducao de carboximetil quitosano (CMCS) em poliéster: a saponificacdo
do poliéster permitiu a funcionalizacao da sua superficie com grupos carboxilo para posterior
reacdo com o CMCS. Ja Meng ef al, para além da saponificacdo, impregnaram também o
substrato com acido acrilico (1 % wt), que implementou ainda mais grupos carboxilo na superficie

do poliéster, incrementando assim as possiveis ligacoes.

Técnicas de ultrassons e sono-quimica foram estudadas por Harifi ef a/. (2017). Os
autores afirmam que a ligacao e os efeitos dos nano-acabamentos podem ser potencializados ao

submeter os téxteis a um banho ultrassonico: duas amostras foram submetidas a um banho
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ultrassonico, sendo que na segunda amostra adicionou-se NaOH ao fim de 4 horas de irradiacdo
ultrassénica; em ambos os casos formaram-se radicais ‘OH na superficie das amostras,
aumentando a sua hidrofilidade, mas na segunda amostra ocorreu também hidrolise alcalina e
consequentemente formacdo de grupos funcionais hidroxilo e carboxilo que, posteriormente,

viriam a ligar com nanoparticulas.

A modificacdo da superficie de substratos de poliéster com tratamento de plasma foi
estudada por diversos autores. Anjum et al. (2019) realcam as inimeras vantagens do tratamento
com plasma, entre elas, a nao utilizacdo de reagentes quimicos, diminuindo assim a toxicidade do
processo. Chang et a/. (2008) analisaram a incorporacao de quitosano em poliéster, ativando a
superficie do mesmo com um tratamento de plasma, utilizando gas de argon misturado com uma
baixa percentagem de oxigénio. Analises de XPS mostraram que houve um aumento na
percentagem de ligacdes O-C na superficie do substrato, devido a introducéo de oxigénio,
aumentando também a hidrofilidade dos mesmos. Haji ef a/. (2015) estudaram o pré-tratamento
de poliéster com plasma, a baixas temperaturas, utilizando oxigénio. Os autores afirmam que, para
além de introduzir grupos carboxilo e hidroxilo no poliéster, uma vantagem do plasma a baixas
temperaturas é que modifica apenas a parte mais superficial do substrato, e ndo deteriora as
propriedades das fibras. Isto é particularmente vantajoso quando se pretende um acabamento
funcional, como é o caso com NPs, pois estas ficam mais expostas, possibilitando uma maior
atividade destas. Outro gas que permite a criacdo de grupos carboxilo no substrato, por meio do

tratamento com plasma, é o diéxido de carbono (Anjum ef a/,, 2019).

Khalifa et al. (2016) examinaram a introducao de sericina, que tem grupos hidroxilo, carboxilo
e amina, em substratos de poliéster, através de tratamento com plasma atmosférico. Os autores
utilizaram ainda um agente ligante para promover a unido entre a sericina e o poliéster. Numa
fase inicial as amostras sofreram fervura alcalina para remover todas as impurezas no substrato.
As modificacdes na superficie induzidas pelo tratamento com plasma, estdo representadas na

Figura 4.
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Figura 4: Degradacao das cadeias moleculares do poliéster tratado com plasma (Khalifa ef a/., 2016) (adaptado).

O tratamento com plasma na superficie do PES permitiu quebrar ligacdes O-C(=0),
(O-)C-H e O-CH,. Os radicais formados “reagem com espécies de plasma reativas ou com o
oxigénio no ar” criando, assim, grupos hidroxilo, carboxilo ou carbonilo. Os resultados obtidos na
analise do potencial Zeta confirmaram a presenca de grupos COO- nos substratos tratados com
plasma, e através da densidade de grupos carboxilo com Azul de Toluidina, verificou-se que a
densidade destes & menor nos substratos pré-tratados com plasma, devido a ligacao covalente

dos grupos funcionais presentes nos mesmos com a sericina.

Substratos com Mistura (algodao-poliéster)

Relativamente ao pré-tratamento de substratos com misturas de poliéster e algodao, Al-
Balakocy ef al. (2019) estudaram a incorporacdo de grupos hidroxilo e carboxilo nos mesmos,
recorrendo a tratamentos enzimaticos, que introduziram grupos polares na superficie do substrato,
mais em concreto, na superficie do algodao. Neste estudo foram utilizadas celulases para realizar
o tratamento enzimatico, e foram tratadas duas amostras, sendo que uma delas sofreu hidrolise
alcalina antes de serem aplicadas celulases, para posterior comparacdo. Os resultados mostraram
uma perda de peso superior nas amostras tratadas com hidrdlise alcalina seguido da hidrdlise
enzimatica, assim como um aumento consideravel de grupos carboxilo, apesar de as amostras

tratadas apenas com hidrdlise enzimatica apresentarem resultados semelhantes.
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A aplicacao de acabamentos antimicrobianos em téxteis pode ocorrer por diversos métodos,
de modo a potencializar as suas propriedades, respeitando 0s requisitos necessarios ja
mencionados anteriormente. Atualmente as técnicas mais utilizadas sdo a incorporacdo
diretamente nas fibras; aplicacdo a superficie das fibras; e ligacdo quimica as mesmas
(Magalhaes, 2015). No primeiro método, aplicado as fibras sintéticas, o agente antimicrobiano é
aplicado antes da fiacdo ou da extrusdo, encontrando-se no interior da fibra téxtil. O segundo e
terceiro métodos, por sua vez, sdo mais superficiais e podem ser aplicados, por exemplo por
impregnacao ou por esgotamento, havendo ainda outros métodos como spraycoating (Magalhaes,
2015; Emam, 2019). A impregnacdo consiste na imersdo do substrato téxtii numa
solucdo/dispersao que contenha o agente antimicrobiano e eventuais aditivos, e posteriormente
na sua passagem por dois rolos espremedores, que, através de pressao, vao forcar o agente
antimicrobiano a penetrar nas fibras. O esgotamento é um processo durante o qual o substrato
esta continuamente em contacto com a solucdo/dispersao que contém o agente antimicrobiano
e eventuais aditivos, sendo que os reagentes vao sendo adsorvidos gradualmente pelas fibras, ou
reagindo quimicamente com estas. Este método exige controlo rigoroso das condicbes como

agitacao, temperatura, pH e concentracao dos reagentes e agentes auxiliares.

Xu et al. (2018) estudaram a ligacao de nanoparticulas de prata a um substrato de algodéo,
usando como agente ligante a carboximetilcelulose. Neste caso, os grupos carboxilo da
carboximetilcelulose formaram ligacdes covalentes com os grupos hidroxilo do algodao, através de
uma reacdo de esterificacdo. Posteriormente, as nanoparticulas de prata ligaram-se a
carboximetilcelulose (Figura 5), criando uma ligacdo forte e eficaz, uma vez que o substrato
funcionalizado apresentou efeito antimicrobiano mesmo apo6s 50 lavagens, com uma taxa de

nanoparticulas de prata na fibra de 87,5 %.
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Figura 5: Esquema da ligacao das AgNPs ao substrato de algodao, por meio da carboximetilcelulose (Xu ef a/., 2018) (adaptado).

Chung et al. (1998) e Fan et al. (2015) verificaram que o acido citrico também pode ser
utilizado como agente ligante entre a celulose e o quitosano, por meio de uma reacdo de
esterificacdo: a reacao entre os grupos carboxilo do acido e os grupos hidroxilo da celulose ocorreu
a temperaturas elevadas, sendo que no estudo, determinou-se que a temperatura adequada para
termofixar o quitosano encontrava-se entre 170 °C a 190 °C, podendo ser utilizados catalisadores
basicos ndo muito fortes, tais como o hipofosfito de sédio (SHP); as amostras funcionalizadas por
este método apresentaram atividade antimicrobiana e resisténcia as lavagens (Chung, Lee and

Kim, 1998; Oktem, 2003).

Sharaf et al. (2011) analisaram a utilizacado de diferentes agentes ligantes, e.g. acido butano-
1,2,3,4-tetracarboxilico (BTCA), para ligar quitosano a celulose. O BTCA, possuindo diversos
grupos carboxilo, reagiu com os grupos hidroxilo da celulose através de uma esterificacdo a
posteriormente com os grupos amina do quitosano, na presenca de um catalisador (acetato de

sédio trihidratado), formando grupos amida (Figura 6).
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Figura 6: Ligacao da celulose com quitosano através do agente ligante BTCA (Sharaf et a/, 2011) (adaptado).

Substratos Sintéticos (Poliéster)

A introducdo, /n sifu, de carboximetil quitosano (CMCS) em poliéster foi estudada para
perceber as interacdes que ocorriam entre os grupos amina do quitosano, e os grupos carboxilo
do poliéster saponificado (Lv ef a/, 2014). Os autores utilizaram dois métodos distintos para
incorporar 0 CMCS no substrato: no primeiro método foram utilizados dois agentes de
acoplamento, fazendo com que os grupos carboxilo do poliéster fossem atacados mais facilmente
pelos grupos amina do CMCS; o segundo processo recorreu a utilizacdo de uma polietilenoimina
(PEI) e de glutaraldeido (GTA), que serviram como espacadores, ligando o poliéster ao CMCS. A
utilizacao do espacadores (Lv ef a, 2014; Shim et al., 2016) permite que os grupos funcionais
estejam mais acessiveis. Ambos os métodos permitiram ligar os grupos carboxilo do poliéster

saponificado, aos grupos amina do CMCS.

Para além do tratamento com plasma, Chang ef a/. (2008) analisaram também a introducao
de quitosano no poliéster. Para o efeito, as amostras previamente oxidadas foram imersas numa
solucdo aquosa com quitosano, e posteriormente ferveram a 95 °C durante 8 minutos. De seguida
as amostras foram imersas em agua desmineralizada e submetidas a um banho ultrassénico,

durante 20 minutos. Deste modo, o quitosano foi fixado no substrato através da formacao de
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ligacdes covalentes de tipo amida, resultantes dos grupos carboxilo do PES oxidado e das aminas

primarias do quitosano (Chang et a/,, 2008).

Relativamente a aplicacdo de sericina no substrato de poliéster, com tratamento de plasma,
0s autores utilizaram o gluteraldeido (GTA), como agente ligante. Isto acontece porque, apesar do
poliéster ter sido previamente submetido a um tratamento com plasma, a sericina nao tem
afinidade direta com o substrato e, deste modo, a utilizacdo de GTA pode incrementar a
durabilidade das ligacdes. A eficacia do GTA fora previamente comprovada noutro estudo (Gulrajani
et al,, 2008), por meio de um corante acido. O estudo mostrou que um aumento da concentracéo
de GTA, até 10 mL/L, incrementava também o K/S do tingimento, pois o corante utilizado ligava-

se aos grupos amina da sericina, cuja concentracdo também aumentava, com o aumento do GTA.

Substratos com Mistura (algodado-poliéster)

No que diz respeito a misturas de algodao e poliéster, Ibrahim et a/. (2017) estudaram a
funcionalizacao superficial de um substrato CO-PES com nanoparticulas metalicas ligadas a
quitosano, usando como agente ligante o &acido citrico (AC) e como catalisador SHP por
impregnacao. A ligacdo do AC ao substrato formou uma ligacdo éster, derivada dos grupos
hidroxilo da celulose e dos grupos carboxilo do AC, contudo, como o AC tem mais que um grupo
carboxilo, 0s que nao se ligaram ficaram disponiveis para novas ligacdes com aditivos que
possuam grupos amina ou hidroxilo, por exemplo (Figura 7). Neste caso em concreto, os grupos
carboxilo acabaram por se ligar aos grupos amina do quitosano. O estudo de amostras com
diferentes misturas CO/PES indicou que a ligacdo quitosano-substrato ocorreu através das fibras
de algod&o e ndo do PES (quanto maior a % de CO, maior a solidez as lavagens, e maior a adesao

de nitrogénio ao substrato).
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Figura 7: Criacdo de grupos -COOH num substrato de CO/PES para posterior ligacdo ao quitosano (Ibrahim et al., 2017)
(adaptado).

A avaliacao da percentagem de ancoragem permite verificar se, efetivamente as
nanoparticulas foram ancoradas ao substrato, e a quantidade ancorada. Por outras palavras, a

avaliacado permite analisar o rendimento da funcionalizacdo dos substratos.

Deste modo, a percentagem de ancoragem, assim como a eficacia dos processos de
funcionalizacdo pode ser avaliada por técnicas quantitativas, como o XPS e a absorcdo atomica,
métodos qualitativos, como o SEM e os semiquantitativos, como é o caso do FTIR ATR e da
espetroscopia Ultra violeta e luz visivel (UV-Vis) (Emam, 2019). Os métodos quantitativos permitem
analisar a quantidade de nanoparticulas ancoradas no substrato, enquanto os métodos qualitativos

permitem analisar se as nanoparticulas ligaram, de algum modo, ao substrato.

O FTIR ATR “é uma técnica utilizada para se obter o espetro infravermelho de absorcéo ou
emissao” (Rodrigues, 2014) de um composto, neste caso, dos substratos téxteis. Grande parte
das moléculas sdo capazes de absorver luz na regiao da radiacao infravermelha, sendo que, a
frequéncia de absorcdo é uma caracteristica das suas estruturas. A absorcao ocorre a frequéncias
de ressonancia, ou seja, quando a frequéncia da radiacdo absorvida corresponde a frequéncia

vibracional da molécula. (Fundamentos basicos FTIR, 2021). Esta técnica permite assim identificar
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a base quimica das fibras que compde substratos téxteis, e a presenca ou auséncia de certos
grupos funcionais aquando da realizacdo de determinadas reacdes de ativacao ou funcionalizacao

dos substratos.

A espetroscopia XPS é uma técnica utilizada para caracterizar superficies. Nesta técnica, os
eletroes da amostra sdo ejetados por uma fonte de radiacdo eletromagnética, mais em concreto,
o0s raios X. “A identificacdo dos elementos presentes na superficie do substrato ¢ feita analisando
as energias e ligacdes dos fotoeletroes” (Nascente, 2010). As energias de ligacdo dos eletrdes sao
obtidas pela medicdo da sua energia cinética, tendo em consideracdo que a energia dos fotdes
incidentes ¢ conhecida. No espetro, a intensidade, ou seja, a area integrada no pico fotoelétrico,
esta relacionada com a quantidade de atomos presentes na superficie detetada (Nascente, 2010).
Esta técnica permite também identificar o tipo de ligacdo quimica e, em alguns casos, os estados

de oxidacao.

A Microscopia Eletronica de Varrimento (SEM) utiliza um microscépio eletronico com elevada
profundidade de campo, que permite a criacdo de imagens tridimensionais das superficies
(Ferreira, 2016), apos devida preparacdo das amostras (depositando, por exemplo, uma camada
de metal, como ouro ou platina, que permite aumentar a resolucdo e o contraste da imagem).

Este ensaio possibilita, por exemplo, analisar a presenca de nanoparticulas nos substratos téxteis.

Na Microscopia Eletronica de Transmissdo (TEM) os eletrdes sdo focados num fino feixe
energético e interagem com a amostra a analisar (fambém de baixa espessura). O contraste que
se evidencia na imagem consequente a esta analise é resultado das interacdes entre o feixe de
eletrdes e a amostra (Zhou, Sternlicht and Padture, 2019). Esta microscopia origina imagens de

maior resolucao, permitindo ao utilizador observar, inclusive, estruturas de dimensdes atdmicas

A Espetroscopia de Raios X por Dispersdo de Energia (EDX ou EDS) é outro método analitico
utilizado para caracterizar quimicamente uma amostra. Nesta técnica, um equipamento
frequentemente acoplado a um microscépio eletronico de varrimento, “faz a avaliacao quimica
qualitativa e semiquantitativa das amostras” a partir da emissao de raios X (Rodrigues et al.,

2017). Deste modo ¢é possivel inferir quais sdo os elementos quimicos que compde a amostra.

A Difracdo de Raio X (XRD) permite obter informacdes estruturais sobre moléculas. Neste

caso, uma radiacao eletromagnética, os raios X, passam pela estrutura cristalina (grande parte
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dos materiais podem formar cristais) da substancia a analisar. Assim, podem ser determinadas
as posicoes médias dos atomos na estrutura, as ligacoes covalentes entre os mesmos e a estrutura

tridimensional das moléculas (Davey, 2019).

A Espetroscopia de Absorcdo Atdmica (AAS) consiste na medicdo de quantidade de luz
(radiacao otica) que é absorvida em determinados comprimentos de onda. Baseando-se no
principio que cada elemento (e ido) absorve luz num especifico e Unico comprimento de onda, a
amostra (no estado gasoso para permitir que os atomos estejam livres mas no seu estado
fundamental - ndo ionizado) ¢ irradiada com esse comprimento de onda e a quantidade de
radiacdo absorvida (resultante da excitacdo do atomo) é medida, e a concentracdo de elemento
na amostra é determinado. Usando diferentes comprimentos de onda, pode-se analisar e

quantificar a presenca de diferentes elementos numa amostra (Mustra, 2009).

A espetroscopia UV-Vis &€ um método quantitativo e/ou qualitativo que permite determinar a
concentracdo de um composto (neste caso as NPs) em solucdo, ou detetar a presenca e fazer
uma analise qualitativa de compostos (neste caso as NPs) na superficie de substratos téxteis
(usando um espetrofotometro com uma esfera integradora, “que combina todos os feixes em
diferentes direcdes”, e os direciona a 6tica do detetor (Maria Fernanda Cerini, 2018). A
concentracao de nanoparticulas pode ser determinada através da radiacao absorvida pelas

mesmas, utilizando a lei de Beer-Lambert.

Os métodos acima apresentados podem ser aplicados antes e depois de sucessivas lavagens,
e de outras acdes mecanicas nos substratos, que possam contribuir para a remocao/libertacao

de nanoparticulas nos mesmos, de modo a perceber se as ligacdes sao resistentes.

Atualmente existem algumas normas direcionadas para o estudo da atividade antimicrobiana
nos téxteis, tais como as normas AATCC 100, I1SO 18184, AATCC 147 ou ISO 20743 que podem
avaliar a atividade antibacteriana e a atividade antivirica, por métodos quantitativos (AATCC 147)

e/ou qualitativos (AATCC 100; ISO 18184; 1ISO 20743).

Alguns dos ensaios realizados em testes antimicrobianos consistem na determinacéo da MIC
(" Minimum Inhibitory Concentration’'), um método semi-quantitativo que pode indicar ndo sé se o

substrato ou o agente antimicrobiano apresentam ou nao atividade antimicrobiana, mas também
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a concentracdo minima para que esta inibicdo aconteca. A norma AATCC 147 por vezes ¢ utilizada
como alternativa as restantes, por ser mais facil e rapida de realizar, e pode ser também utilizada
como primeira ferramenta para analisar a atividade antimicrobiana dos substratos. O MIC,
contudo, nao determina as concentracbes minimas para “matar” ou inviabilizar os
microrganismos, mas sim a concentracdo minima para os inibir. A inibicdo dos microrganismos
nao indica se o agente antimicrobiano é bactericida/viricida ou bacteriostatico/viroestatico, e por
esse motivo estuda-se a Concentracdo Minima Bactericida (MBC) e a Concentracado Minima

Viricida (MVC), segundo as normas AATCC 100; ISO 18184, ISO 20743.

Nos métodos qualitativos ocorre contagem de UFC (Unidades Formadoras de Colonias), no
caso das bactérias e UFP (Unidades Formadoras de Placas), no caso do virus. A presenca de UFC
e UFP indica a presenca de microrganismo, sendo que, nas placas de Petri onde é realizado o
ensaio, as bactérias manifestam-se sob a forma de coldnias, sobre o meio nutritivo. No caso do
virus, as placas de Petri sao previamente preparadas com um hospedeiro, como por exemplo, a
E. coli e, posteriormente, na presenca do virus, ocorre o efeito citopatico, ou seja, o virus infeta e

mata o hospedeiro, formando assim uma placa.

A contagem de UFC e UFP permite, entdo determinar a concentracao de colonias de bactérias
ou de virus aumentou, diminuiu ou permaneceu estavel na presenca de um agente antimicrobiano.
Se a concentracdo aumenta, indica que efetivamente, o agente antimicrobiano ndo é tem
propriedades antimicrobianas. A diminuicdo da concentracao indica que o agente antimicrobiano
¢ viricida ou bactericida. Se a concentracdo permanecer estavel, o0 mesmo é bacteriostatico ou
viroestatico, ou seja, nao inviabilizou os microrganismos, mas também nao permitiu o crescimento

dos mesmos.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Substratos usados

Para este projeto foram utilizadas quatro malhas diferentes, fornecidas pela empresa
INNOWEAR-TEX Kft. (Hungria), sendo elas em algodao cru (CO), algodao tingido (CO tingido - olive),
mistura algodao-poliéster tingido (CO/PES), e poliéster branco (PES). Abaixo (Tabela 1) estao

listadas as informacdes dos substratos, como fornecidas pela empresa.

Tabela 1: Informacdes técnicas dos substratos utilizados

co COtingido ¢ pEg PES
(olive)
Composicao He0 o0 5£I /Z)-c?éoo-/) 100 %
posi¢ Algod&o Algodao g.' Poliéster
Poliéster
Estrutura Single Jersey = Single Jersey = Single Jerse Bird Eye,
g y g y g y agulha dupla
Gramagem (g/m?) 180 190 165 200
Cor Cru Olive Verde Agua Branco
SOLIDEZ DA COR
Luz - 5 5 5
Lavagem (40%c) - 5 5 5
Suor acido - 4.5 45 4.5
Suor alcalino - 4-5 4.5 4.5
Friccao a seco - 5 5 5
Friccao a humido - 5 4-5 5
ACABAMENTOS
Pilling - 4 34 4-5
Estabilidade Comprimento -2 -1 -1
. ional
dimensiona e 3 ‘1 P
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A solidez da cor ¢ avaliada segundo as normas EN ISO 105-B02:2001 (Solidez da cor a
luz); EN 20105 C01:1995 (Solidez a lavagem a 40 °C); EN ISO 105-E04:2000 (Solidez ao suor
acido e alcalino); EN I1SO 105-X12:2003 (Solidez a friccdo a seco e a humido). Em todas elas a
cor é comparada a uma escala de cinzas, de 1 a 5, para avaliar as alteracdes da cor do substrato,
onde 1 indica que houve uma alteracao significativa de cor e 5 indica que néo se verifica alteracao

de cor.

A estabilidade dimensional é avaliada segundo a norma EN ISO 25077:2000. Através da
mesma, é calculada a percentagem de encolhimento, representada pelo sinal negativo (-) ou de

alongamento, representada pelo sinal positivo (+).

O pilling foi avaliado segundo a norma EN ISO 12945-1:2001. Para a mesma também é
utilizada uma escala de 1 a b, através da comparacao com fotografias, onde 1 corresponde a uma

maior formac&o de borboto e 5 corresponde a auséncia do mesmo.

As estruturas das malhas estédo representadas a seguir:

QICIOLQI0I0.
QIOIOL0I0IO0
QIOIOL0I0I0. 0-0-0-
QICIOL0I0IO0 Q-0-0-

(A) (B)

JORNORN0
-0 -0-0

Figura 8: Estruturas das malhas utilizadas. (A) Single Jersey; (B) Bird Eye (agulha dupla).
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3.2. Pré-tratamentos dos substratos

Os pré-tratamentos dos substratos téxteis permitem preparar o material e a criacdo de grupos
quimicos na sua superficie que potencializem a ligacdo das NPs de ouro com os mesmos. Ao
longo do projeto, foram estudados alguns métodos de pré-tratamento, e analisou-se a influéncia
destes quer na ligacéo inicial das nanoparticulas, quer na resisténcia a lavagem. Comecou-se por
analisar se 0s substratos apresentavam hidrofilidade (teste expedito, observando-se apenas se o
substrato absorvia uma gota de agua), submetendo os substratos com carater hidrofobo a pré-
tratamentos simples. Posteriormente, e apos alguns ensaios de funcionalizacdo com as NPs,
procederam-se a outros pré-tratamentos, numa tentativa de aumentar a uniformidade e solidez
dos substratos funcionalizados. Todos os pré-tratamentos aplicados nos substratos estdo expostos

na Tabela 2, e os respetivos procedimentos sao apresentados na Tabela 3.
Tabela 2: Pré-tratamentos aplicados em cada um dos substratos téxteis
Substrato Hidrofilidade Pré-tratamento

Lavagem

Meia Branqueacao

100 % Algodao Cru Baixa Hidrolise Alcalina
Plasma (O,)
Plasma (N,)
100 % Algodao Tingido (Olive) Baixa Lavagem
M|§t}Jra S0 % Algoddo 50 % Elevada Plasma Atmosférico
Poliéster (Verde)
100 % Poliéster Elevada Plasma Atmosférico
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Tabela 3: Procedimentos dos pré-tratamentos realizados nos substratos téxteis

Pré-tratamento
Lavagem

Meia Branqueacao

Hidrolise Alcalina

Plasma (0,)

Plasma (N,)

Plasma em ar

Procedimento

Equipamento: maquina de lavagem doméstica

Temperatura: 40 °C;

Duracao: 60 minutos;

> 4 g/L detergente ECE né&o fosfatado

Secagem em maquina de secar

Equipamento: Mathis Labor Jumbo Jet JFO

Temperatura: 98 °C;

Duracao: 30 minutos;

» 0,5 g/L Diadavin UN;

» 0,5 g/L Tannex GEO;

> 2 mL/L Soda caustica 50 %;

> 3 mL/L Agua Oxigenada 200 vol. 50 %

Posterior neutralizacdo do peroxido de hidrogénio com um banho 1 g/L
Baylas EFR, a 50 °C por 10 min, seguido de lavagem com 1 g/L acido
acético a 50 °C por 10 min (para baixar o pH até 6).

Equipamento: Mathis Labomat BFA

Temperatura: 55 °C;

Duracao: 30 minutos;

» 120 g/L Soda Caustica;

> Razao de banho 1:20

Apds o esgotamento, lavou-se com uma solucdo com acido acético
diluido (5 %), em fervura, por 10 min.

Equipamento: Plasma de pressdo atmosférica de descarga de barreira
dielétrica (DBD) - Sigma Technologies International — Atmospheric
Plasma Treatment System

> Gas reativo: Oxigénio com fluxo 450 sccm

> Gas de arraste: Argon com fluxo de 15000 sccm

> Frequéncia: 3,8 m/min

» Poténcia: 15000 W

Equipamento: Plasma de pressdo atmosférica de descarga de barreira
dielétrica (DBD) - Sigma Technologies International — Atmospheric
Plasma Treatment System

» Gas reativo: Azoto com fluxo 450 sccm

» Gas de arraste: Argon com fluxo de 15000 sccm

» Frequéncia: 3,8 m/min

» Poténcia: 15000 W

Equipamento: Protétipo de plasma de pressao atmosférica (DBD) semi-
industrial (Softal Electronics GmbH/Universidade do Minho)

» Gas reativo: Sem gas reativo

» Frequéncia: 4 m/min

» Poténcia: 1000 W
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3.3. Nanoparticulas de ouro

As nanoparticulas utilizadas foram desenvolvidas e sintetizadas pelo Instituto Jozef Stefan, e
seguiram o protocolo da patente europeia EP 2863751 B1. Em cada falcon foram sintetizadas e
funcionalizadas AuNPs (tamanho cerca de 20 nm) com arginina e grupos NH, e COOH. As
dispersdes foram centrifugadas, durante 15 minutos a 5000 rpm e separou-se o precipitado do

sobrenadante, e conservou-se nos tubos falcon.

No total receberam-se 3 batches de AuNPs, sendo o primeiro constituido por 11 tubos falcon,
com 60 mg de AuNPs cada, e o segundo e terceiro constituidos por 24 e por 17 tubos falcon,
respetivamente, todos eles com 20 mg de AuNPs. Antes de cada utilizacao, tendo em conta que
as AuNPs foram centrifugadas, diluiu-se as mesmas em agua destilada (de acordo com indicacdes
do proprio instituto), para uma concentracao inicial de 0,4 mg/mL. Devido a elevada deposicao e
aglomeracao das AuNPs, estas foram submetidas a ultrassons, para aumentar a dispersao

(PRESET SW3H da SonoSwiss, 80 W, temperatura ambiente).

3.4. Funcionalizacao dos substratos

A funcionalizacdo dos substratos ocorreu por impregnacdo e por esgotamento. Os dois
métodos foram aplicados em condicdes semelhantes para, numa fase posterior, comparar qual

dos dois seria 0 mais adequado para uma aplicacao industrial.

Para a funcionalizacdo dos substratos foram utilizados, além das nanoparticulas de ouro,

alguns produtos auxiliares:

»  Carbonato de Sodio: Utilizado para aumentar o pH da dispersao de
impregnacao/esgotamento, de modo a promover a fixacdo das nanoparticulas no
substrato;

»  Surfactantes (surfactante A - ndo iénico com propriedades molhantes,
emulsionantes e anti-espumantes; surfactante B — anionico, de base éster alifatico,
com propriedades molhantes e anti-espumantes; surfactante C — nao iénico, de
base aril poliglicol éter, com propriedades emulsionantes e dispersantes;

surfactante D — n&o idnico, com propriedades emulsionantes e dispersantes):
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Utilizados para dispersar e homogeneizar as nanoparticulas nas dispersoes de
impregnacao/esgotamento, para evitar manchamento das amostras;
»  Crosslinkers (Glutaraldeido e acido citrico): utilizados para promover ligacdes

covalentes entre AUNPs e os substratos téxteis.

3.4.1. Impregnacao

Para a impregnacdao dos substratos com nanoparticulas de ouro, utilizaram-se os

equipamentos Mathis Padder (Foulard) HVF.

O processo utilizado estd esquematizado na Figura 9. Inicialmente foi preparada uma
suspensao com as nanoparticulas de ouro, através da dispersao das mesmas, em agua destilada,
para a concentracao desejada. Posteriormente foram adicionados, 8 mesma dispersao, os aditivos
necessarios, nas concentracdes descritas na Tabela 5. O substrato (amostra com 1 g) foi imerso
na dispersao durante cerca de 2 minutos. Ao fim desse tempo, 0 mesmo foi espremido nos rolos
espremedores da Mathis Padder (Foulard) HVF, com uma taxa de expressdo de ~100 %. A
secagem do substrato ocorreu a 100 °C durante 6 minutos, seguida de termofixacdo a 150 °C
durante 3 minutos. A amostra foi lavada com agua quente para retirar os materiais nao fixados e

secou a temperatura ambiente.

Preparacao da Imersao da amostra Passagem do
dispersao de na dispersao de substrato pelos rolos
impregnacao e das impregnacao (2 espremedores (taxa de
amostras minutos) expressao ~100%)

Termofixacao a
150 °C durante
3 minutos

Secagem a 100 °C
durante 6 minutos

Lavagem superficial
com agua quente

Figura 9: Esquema do processo de impregnacao utilizado.

Pagina | 30



Na primeira impregnacéo aplicada, em todos os substratos, foi ainda possivel definir as
condicoes de impregnacao para cada um dos substratos, para saber qual era a pressao dos rolos

espremedores a aplicar nos ensaios seguinte, como é possivel verificar na Tabela 4.

Tabela 4: Definicdo da pressao dos rolos espremedores para cada um dos substratos

Peso Peso Taxa de Pressao dos rolos
Substrato . . =

Inicial Final expressao espremedores
CO cru com lavagem 585 ¢ 1147 ¢ 96 % 0,4 bar
CO cru com meia-branqueacao 528 ¢ 1105¢ 109 % 1 bar
CO/PES 459¢g 9,22 ¢g 100 % 0,8 bar
PES 416 ¢g 8,46 ¢g 102 % 1 bar

Pagina | 31



Tabela 5: Processos de impregnacao realizados ao longo do projeto de dissertacdo, usando dispersdes de nanoparticulas de ouro, e os diferentes substratos téxteis

Substrato . Concentracao -
taxtil Ensaio Falcon (batch) NPs pH Produtos Auxiliares
I(;Sage(r:rzu com 1 Falcon 8 (1° batch)
5x10% g/mL
CO. cru- com 1 Falcon 8 (1° batch)
meia
branqueacao 1.2 mg/mL
6-7
Nenhum
» Falcon 8 (1° batch) 0,9 mg/mL
0,6 mg/mL
0,3 mg/mL
0,3 mg/mL
5 Falcon S4 (2° batch) 9 Carbonato de Sédio (g.b.)
0,1 mg/mL
Surfactante A (4 g/L)
Carbonato
6 Falcon S13 (2° bafch) 0,1 mg/mL 9 de Sédio Surfactante B (1,5 g/L)
(a.b)
Surfactante C (3 g/L)
COtingido (olive) | 1 Falcon 8 (1° batch) 5x10° g/mL 67
com lavagem
PES/CO 1 Nenhurm
Falcon 8 (1° batch) 5x10* g/mL 6-7
PES L Falcon 8 (1° batch) 5x10° g/mL 6-7 Nenhum
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3.4.2. Esgotamento

Os processos de esgotamento foram realizados numa Mathis Labomat BFA. Ao longo do
projeto de dissertacao foram realizados diversos ensaios, onde foram testadas diferentes variaveis,
tais como a temperatura, o tempo, razao de banho e concentracdo das AuNPs. Todos os ensaios
realizados estdo inseridos na Tabela 6, onde estdo expostas as diferentes variaveis dos processos.
No final do processo de esgotamento todas as amostras foram lavadas superficialmente em agua
corrente, secas e termofixadas na secadeira, a 100 °C durante 6 minutos e a 150 °C durante 3

minutos, respetivamente. O processo de esgotamento esta esquematizado na Figura 10.

Preparacao da
dispersao de

Esgotamento com as
condicdes de
esgotamento descritas
na Tabela 6

Imersao da amostra
na dispersao de

esgotamento e das
esgotamento

amostras

Recolha do banho de Lavagem superficial
esgotamento para  pmmed da amostra com agua |
estudo do rendimento corrente

Secagem a 100 °C
durante 6 minutos

Figura 10: Esquema do processo de esgotamento utilizado.

Inicialmente foram utilizadas amostras retangulares, com o valor da massa dependente da
razao de banho. Posteriormente passou-se a utilizar amostras costuradas de maneira formando
uma estrutura tubular, para diminuir o manchamento. Cada amostra foi costurada do avesso e
posteriormente virada para o direito da malha, por forma a que a costura se mantivesse no interior,

como esta representado na Figura 11.
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Figura 11: Representacao esquematica das amostras com estrutura tubular.
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Tabela 6: Processos de esgotamento realizados ao longo do projeto de dissertacao, usando dispersdes de nanoparticulas de ouro, e os diferentes substratos téxteis

Substrato . Falcon/ Concentracao Razao de -
Téxtil Ensaio Batch NPs pH Temperatura Tempo Banho Produtos Auxiliares
CO cru com
o eia Falcon 8/ 6-7 ] _ Nenhum
) 3 1° patch 0,3 mg/mL 60 °C 60 minutos 1:20
branqueacao alc 9 Carbonato de Sodio (g.b)
Falcon 8/ .
4 1° patch 0,1 mg/mL Carbonato de Sadio (g.b)
Falcon S4/ 0,3 mg/mL 9 60 °C 60 minutos 1:20 N
) 20 patch Carbonato de Sédio (g.b)
alc 0,1 mg/mL
Surfactante A (4 g/L)
Falcon S13/ Carbonato
6 . 0,1 mg/mL 9 60 °C 60 minutos 1:20 de Sédio  |Surfactante B (0,5 g/L)
2° batch (.b)
Surfactante C (3 g/L)
1:20
Falcon S12/ o . ,
7 20 patch 0,1 mg/mL 9 60 °C 60 minutos 1:12
1:7 Carbonato de Sédio (g.b)
Surfactante B (0,5 g/L)
° Falcon S12/ 120
alcon o .
2 hatch 0,1 mg/mL 9 30 °C 30 minutos L
1:20
Falcon S18/ . _ _ Carbonato de Sodio (g.b)
9 20 batch 0,1 mg/mL 9 60 °C 60 minutos 1:12 Surfactante A (4 g/L)
1.7
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Falcon $27/ 60 °C 60 minutos
10 29 patch 0,1 mg/mL
atc 30 °C 30 minutos
20 °C 10 minutos
Carbonato de Sadio (g.b)
Falcon S27 20 °C 60 minutos 1:20 Surfactante A (4 g/L)
e Falcon . _ Surfactante D (5 g/L)
11 S17/ 90 0,1 mg/mL 50 °C 35 minutos
batch 80 °C 10 minutos
80 °C 60 minutos
Falcon
12 S20/2° 0,1 mg/mL 70 °C 10 minutos 1:20
batch
0,06 mg/mL Carbonato de Sodio (g.b)
Falcon S8 e |0,08 mg/mL Surfactante A (4 g/L)
13 Falcon S25/ 70 °C 10 minutos~~ |1:20 Surfactante D (5 g/L)
2° patch 0,1 mg/mL
0,3 mg/mL
Carbonato Surfactante A (4 g/L)
14 Falcon S21/16 1 mg/mL 70 °C 10 minutos | 1:20 de Sodio  [Surfactante D (5 g/L)
2° batch (.b) Surfactante B (0,5 g/L)
A Surfactante D (5 g/L)
Juncdodo 0,06 mg/mL
restante de Carbonato de Sodio (g.b)
15 todos os 0,08 mg/mL 70 °C 10 minutos 1:20 Surfactante A (4 g/L)
Falcons do Surfactante D (5 g/L)
2° batch 0,1 mg/mL
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0,3 mg/mL

Juncéo do
restante de Carbonato de Sodio (g.b)
16 todos os 0,1 mg/mL 9 70 °C 10 minutos 1:20 Surfactante A (4 g/L)
Falcons do Surfactante D (5 g/L)
2° batch
: GTA (4,68 g/L)
Jurl(;a(; dg 9 Carbonato de
restante de i
: : Surfactante A (4 g/L
17 todosos  |0,1 mg/mL 70 °C 10 minutos  |1:20 Sodio (g.b) Surf Ct b (5g/ L)
Falcons do Acido Citrico (9 urfactante D (5 g/L)
2° patch 2,5 g/L)
SHP (0,32 g/L)
Juncao de 0,1 mg/mL Carbonato de Sodio (g.b)
18 gf?;nf © 9 70 °C 10 minutos ~ |1:20 Surfactante A (4 g/L)
0,3 mg/mL
39 batoh g/ Surfactante D (5 g/L)
CO cru com Juncéo do
branqueacdoe |17 todos 0s 0,1 mg/mL 9 70 °C 10 minutos 1:20 Surfactante A (4 g/L)
hidrolise Falcons do Surfactante D (5 g/L)
alcalina 2° batch
CO cru com Juncdo do
branqueacdoe |17 todos 0s 0,1 mg/mL 9 70 °C 10 minutos 1:20 Surfactante A (4 g/L)
plasma (02) Falcons do Surfactante D (5 g/L)
2° batch
CO cru com Juncéo do
branqueacdoe |17 todos o0s 0,1 mg/mL 9 70 °C 10 minutos 1:20 Surfactante A (4 g/L)
plasma (N2) Falcons do Surfactante D (5 g/L)
2° batch
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CO tingido Juncao do
(olive) com restante de Carbonato de Sodio (g.b)
lavagem 16 todos 0s 0,1 mg/mL 70 °C 10 minutos 1:20 Surfactante A (4 g/L)
Falcons do Surfactante D (b g/L)
2° batch
iﬂw%de 0,1 mg/mL Carbonato de Sodio (g.b)
18 Fc;lssnzsdo 70 °C 10 minutos 1:20 Surfactante A (4 g/L)
3 patch 0,3 mg/mL Surfactante D (5 g/L)
CO/PES Juncéo do
(Verde) restante de Carbonato de Sadio (g.b)
16 todos os 0,1 mg/mL 70 °C 10 minutos 1:20 Surfactante A (4 g/L)
Falcons do Surfactante D (5 g/L)
2° batch
Co/ PEls (verde) iugcéo 9 101 mg/mL Carbonato de Sodio (q.b)
com plasma g 0cl0s 03 70 °C 10 minutos | 1:20 Surfactante A (4 g/L)
atmosférico Falcons do
3 patch 0,3 mg/mL Surfactante D (5 g/L)
PES Juncao do Carbonato de Sodio (q.b)
restante de , Surfactante A (4 g/L)
16 todos os 0,1 mg/mL 70 °C 10 minutos 1:20
Falcons do Surfactante D (5 g/L)
2° batch
PES com Juncao de 0,1 mg/mL Carbonato de Sodio (q.b)
plasma 18 todos os 70 °C 10 minutos | 1:20 Surfactante A (4 g/L)
atmosférico Falcons do
3° patch 0,3 mg/mL Surfactante D (5 g/L)
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O DoE é um método estatistico utilizado para otimizar um determinado processo avaliando,
para o efeito, a influéncia de diferentes fatores em simultaneo, e possiveis efeitos sinérgicos entre
estes, de forma a obter-se valores 6timos para o processo, com a realizacdo de um numero
reduzido de ensaios. Este método permite reduzir o tempo e custos do processo, promovendo

uma melhoria do rendimento do mesmo (Gunst, Myers and Montgomery, 1996).

A primeira fase do DoE consiste na selecdo dos fatores de controlo a avaliar. A quantidade de
ensaios a realizar pode ser determinada através de uma analise fatorial 2¢, sendo k igual ao numero
de fatores a analisar. Por exemplo, se forem avaliados os fatores tempo (x;) e temperatura (x,), a
quantidade de ensaios sera 22. Por outro lado, se forem avaliados trés fatores, como por exemplo,
tempo, temperatura e pressao, a quantidade de ensaios sera 2:(Tabela 7). Para cada fator é
definido um valor méaximo e um minimo, que serao testados de forma que os ensaios cubram todo
0 espetro de valores possiveis para cada fator. E também recomendado o uso de pontos
intermédios para cada fator, para que a previsdo das condicdes ideais seja mais precisa e possa

prever se a resposta (fatores medidos na experiéncia) € linear ou nado relativamente a cada fator.

Tabela 7: Esquema fatorial para ensaios com trés variaveis a avaliar

Fator x, Fator x, Fator x,
+1 +1 +1
+1 +1 -1
+1 -1 +1
+1 -1 -1
-1 +1 +1
-1 +1 -1
-1 -1 +1
-1 -1 -1

Neste trabalho, foi utilizada a metodologia de DoE para avaliar o efeito da variacao sinérgica
dos varios fatores em estudo. Para tal, foi realizado um planeamento fatorial completo 22, variando
o Tempo (entre 10 e 60 min) e a Temperatura (entre 20 °C e 80 °C). Assim, foi gerado um total

de 7 ensaios (contemplando 3 réplicas no ponto central), como mostra a Tabela 8.
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Tabela 8: Esquema fatorial para ensaios realizados, com duas variaveis

Tempo (minutos) Temperatura (°C)
10 20
10 80
60 20
60 80
35 50
35 50
35 50

No final da funcionalizacdo dos substratos (ensaio 11, Tabela 6), foi avaliada a solidez dos
substratos a lavagem, através dos valores da refletancia antes e apds as lavagens das diferentes
amostras, assim como os valores da absorbancia dos banhos apos esgotamento e da dispersao
mae. O software State-Ease® ‘Design Expert’ (versdo 12) foi usado para a analise das regressoes
e analise grafica dos dados obtidos. A significancia estatistica do modelo e seus coeficientes foi
determinada pelo teste ~Student, a regressao linear pelo teste de Fischere a variancia do modelo

pelo coeficiente de regressao multiplo, Re.

Os dados obtidos apos realizacdo dos ensaios permitiram o ajuste dos mesmos a um modelo
linear, tendo sido usada a ANOVA para a determinacdo da significancia dos coeficientes e do
modelo linear obtido. A analise estatistica detalhada esta a ser compilada para a escrita de uma

comunicacao e/ou publicacao.

Pagina | 40



3.5. Avaliacao da Funcionalizacao dos substratos

Para analisar se as nanoparticulas ficaram devidamente ligadas aos substratos realizaram-se
lavagens com uma solucao de lavagem com 4 g/L de detergente ECE nao fosfatado. As lavagens
ocorreram na Mathis Labomat BFA, com uma razao de banho 1:20, durante uma hora, a 40 °C.
No final da lavagem, as amostras foram lavadas com agua corrente quente, e secas na secadeira,

a 100 °C.

Todas as amostras funcionalizadas foram analisadas no espectrofotémetro UV-VIS, antes e
apos lavagens, visto que as nanoparticulas conferiam cor ao substrato. Analisaram-se também as
dispersdes de esgotamento antes e apds o processo, para analisar a quantidade de NPs que

passaram das dispersoes para os substratos.

Para os ensaios, utilizou-se o espectrofotémetro UV-VIS Shimadzu UV-2600i, com feixe duplo.
O equipamento possui um acessorio de leitura de cuvetes, para ler liquidos, e ainda uma esfera

integradora (ISR-2600 plus) que permite a leitura da refletancia difusa ou total em téxteis.

As propriedades oticas das amostras téxteis foram analisadas através dos espetros de
refletdncia total entre 220 e 1400 nm, com uma resolucao espetral de 0,5 nm. As propriedades
oticas das dispersdes foram analisadas através dos espetros de absorcdo entre 185 e 900 nm,

com uma resolucao espetral de 1,0 nm.

Para os ensaios de absorcédo atomica foi necessario, numa primeira fase, dissolver as AuNPs,
assim como o0s substratos téxteis utilizando-se, para o efeito, agua régia, com uma razao de banho

1:20. O procedimento de digestao foi o seguinte:

> Adicionou-se Acido Nitrico (HNO,) a Acido Cloridrico (HCI) numa proporcao 1:3;
> Esperou-se cerca de 10 minutos, até a solucao adquirir uma tonalidade avermelhada,
e libertar bolhas;

> Humedeceu-se as amostras de substrato, de modo a diminuir a violéncia da reacéao;
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)

Num gobelé, adicionou-se 20 mL de solucao de agua régia a 1g de amostra téxtil, e
aqueceu-se numa placa;

A medida que a solucéo fervia, adicionou-se agua destilada, e agitou-se com uma
vareta para promover a digestao dos téxteis;

No final da digestao, filtrou-se o conteudo do gobelg, e conservou-se num baléo

volumeétrico de 25 mL, ajustando-se o volume.

Apds a digestdo dos substratos, as solucdes foram submetidas ao ensaio de absorcao

atémica, de modo a detetar a quantidade de ouro presente nas mesmas. Para tal foi utilizado o

equipamento novaAA® 350 AJ Analytical Instrumentation.

Alguns ensaios SEM, TEM e EDX foram realizados pelo Instituto Jozef Stefan, seguindo os

seguintes procedimentos:

>

As NPs, em pd, foram analisadas por TEM, usando um microscopio JEOL JEM-2100
da Jeol Ltd., a 200 kV, com um suporte de amostra de berilio com inclinacao dupla
para determinar a morfologia das AuNPs. Os pos foram dispersos ultrassonicamente
em agua e depositados em filmes de carbono rendados, suportados por uma grelha
de cobre de 300 mesh;

As amostras téxteis funcionalizadas, e apds 20 lavagens foram analisadas por SEM,
realizado num microscopio FESEM, JSM-7600F. As amostras foram cortadas em
pedacos de 5 mm: e depositadas com carbono para conferir condutividade;

A analise quimica foi realizada usando espetroscopia de energia dispersiva de raios-

X (INCA Oxford 350 EDS).

Na Universidade do Minho também foram realizados ensaios SEM e EDX, seguindo os

seguintes protocolos:

As amostras téxteis funcionalizadas com 1 lavagem foram analisadas por SEM,
realizado num microscopio JEOL, JSM-6010LV. As amostras foram cortadas em
pedacos de 5 mm? e metade das mesmas foram revestidas com ouro, para conferir
condutividade;

A analise quimica foi realizada usando espetroscopia de energia dispersiva de raios-

X (X-act, Oxford Instruments INCA).
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Estes ensaios foram realizados pelo Instituto Jozef Stefan e seguiram o seguinte

procedimento:

> Os espetros de FTIR foram adquiridos num espectrémetro Spectrum One (Perkin-
Elmer) na janela espectral entre 4000 e 400 cm, com uma resolucado espectral de

4 cm* e no modo de transmitancia usando a técnica ATR.

Para o ensaio da solidez ao suor, adaptou-se a norma NP EN ISO 105 EO4 - Ensaios de
solidez dos tintos. Parte 04 - Solidez dos tintos ao suor. Como o principal objetivo era analisar se
havia perda de AuNPs, ao invés de se analisar a cor das amostras, analisou-se o banho resultante
do ensaio, através de absorcao atomica, para verificar se havia vestigios de ouro no mesmo. Houve
ainda adaptacdes de tamanho da amostra, devido & escassez de recursos e apenas se realizou o

ensaio ao suor alcalino.
Para o ensaio da solidez ao suor, o procedimento foi o seguinte:

> Cortaram-se amostras de 0,5 g de cada um dos substratos a analisar;

> Preparou-se 500 mL de solucéo alcalina, segundo a norma NP EN ISO 105 E04 -
0,5 g/L de mono-cloridrato de L-histidina mono-hidratada (C;H,O,N;.HCI.H,0); 5 g/L
de cloreto de sddio (NaCl); 2,5 g/L de mono-hidrogenofosfato dissodico di-hidratado
(Na,HPO,.2H,0);

> Ajustou-se o pH da solucéo para 8, adicionando hidréxido de sédio 0,1 mol/L;

> A cada uma das amostras téxteis, juntou-se 50 mL de solucao alcalina e aqueceu-se,
em banho-maria, a 37 °C, com agitacao 20 rpm;

> Recolheu-se uma amostra de 10 mL de banho de cada amostra ao fim de 0, 30, 60

e 240 minutos.

As dispersodes obtidas foram posteriormente tratadas com agua régia, para dissolucao do ouro

presente tornando, deste modo, possivel a leitura por absorcao atémica.

A avaliacéo da atividade antimicrobiana dos substratos téxteis foi realizada no Laboratorio de
Microbiologia da Universidade do Minho, com nivel de seguranca biologico de classe 2, sob a

Pagina | 43



orientacdo do Doutor Jorge Padrdo, e também no Instituto JoZef Stefan (ensaio realizados pelos

técnicos do instituto).

Para os ensaios foram utilizadas adaptacdes das normas AATCC 100 e ISO 18184 para os
métodos quantitativos, através da determinacdo do MVC (Minimum Virucidal Concentration) e do
MBC (Minimum Bactericidal Concentration); e AATCC 147 para os métodos qualitativos, através
da determinacéo do MIC (Minimum Inhibitory Concentration). Os métodos quantitativos permitem
contabilizar o numero de Unidades Formados de Coldnias (UFC) no caso das bactérias, ou o
numero de Unidades Formadoras de Placas (UFP) no caso do virus. Nos ensaios qualitativos
analisa-se visualmente e/ou através do espectrofotdémetro UV-VIS a atividade antibacteriana do

substrato ou do agente antibacteriano, mediante a densidade dtica.

Os testes antibacterianos foram realizados em duas estirpes gram-negativas [£scherichia coli
(ATCC 25922) e Pseudomonas aeruginosa (PAO1) (ATCC 156921)] e duas estirpes gram-positivas
[Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) e Bacilus subtillis (estirpe 186)]. As estirpes gram-
negativas foram cultivadas em meio Luria-Bertani (LB), e as estirpes gram-positivas foram
cultivadas em meio nutritivo (NM) Mueller-Hinton (MH) e plagueadas no mesmo meio NM,
aditivado com agar (NA). Os testes foram realizados em amostras téxteis funcionalizadas com as

NPs e ndo funcionalizadas, apds 1 ou 20 lavagens.

Protocolo do método qualitativo (norma AATCC 147): apds cultura das bactérias durante a

noite em NM, estas foram diluidas 10x usando solucao tampao fosfato estéril (PBS), para a
preparacao de indculo bacteriano para os testes subsequentes. Foram feitas trés estrias de cada
inéculo diluido sobre uma placa de Petri com NA, com a ajuda de uma ansa de inoculacdo. As
amostras téxteis (1,0 x 1,5 cm) foram colocadas sobre as estrias, garantindo o contacto intimo
com a superficie do agar. As placas de Petri foram incubadas por 24 horas a 37 °C. Em paralelo,
foram preparadas placas com téxteis ndo funcionalizados, e controlos sem téxteis. Todos os

ensaios foram realizados em duplicado.

Protocolo do método guantitativo (norma AATCC 100): as amostras foram preparadas em

quadrados de 2,5 cmz. Apos a cultura das bactérias durante a noite, estas foram diluidas para 2
x 10° UFC/mL em meio NM, para a preparacdo de indcuo bacteriano para os testes subsequentes.

Em seguida, 0,5 mL foi colocado em cada amostra. As amostras foram incubadas durante 24
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horas a 37 °C e 90 % de humidade. Apds o periodo de incubacao, foram adicionados 10 mL de
PBS estéril e as amostras foram colocadas no agitador vértice. O liquido resultante da lavagem foi
diluido em série e semeado em meio NA fresco, e incubado por mais 24 horas a 37 °C (sem
tecido) para determinar o nimero de bactérias sobreviventes. Uma parte do liquido de lavagem
foi misturado com meio NM fresco (1:1), colocado numa placa de 96 pocos e investigada quanto
a cinética de crescimento bacteriano das bactérias sobreviventes (leitor de multiplacas: H1 Hybrid
Multi-mode Microplate Reader da Synergy). O téxtil obtido apos a lavagem foi colocado em placas
com meio NA fresco e incubado durante 24 horas a 37 °C para detetar qualquer bactéria

remanescente no téxtil apos a lavagem. Todos os ensaios foram realizados em duplicado.

Os testes antibacterianos foram realizados em duas estirpes gram-negativas [£. coli (American
Type Culture Collection - ATCC - 25922) e P. aeruginosa (ATCC 27853)] e uma estirpe gram-
positiva [Staphylococcus epidermidis (ATCC 35984)]. No caso do virus [ensaio realizado apenas
no Centro de Ciéncia e Tecnologia Téxtil (2C2T) Universidade do Minho], utilizou-se um
bacteriofago £. coli MS2 (ATCC 15597-81), ou seja, um virus que infeta e destréi apenas as
bactérias, sendo que, neste caso, o hospedeiro é a £. coli (ATCC 15597). As estirpes £. colie S.
epidermidis foram cultivadas em meio liquido 7rypticase Soy Broth (TSB) e solido 7rypticase Soy
Agar (TSA), a estirpe P. aeruginosa foi cultivada em meio liquido Nutrient Broth (NB) e solido
Nutrient Agar (NA), e o virus MS2 foi sempre manuseado em meio ATCC 271. Os testes foram
realizados em amostras téxteis funcionalizadas com NPs e nao funcionalizadas, apos 1 ou 20
lavagens, e também as AuNPs, isoladamente. Os ensaios foram realizados a temperatura
ambiente (em vez da incubacao a 37 °C descrita na norma AATCC 100) e utilizou-se uma camara
de fluxo laminar vertical, Telstar Bio || Advanced Hood, em ambiente assético. Para analisar a
atividade antiviral dos substratos e das AuNPs, foi desenvolvido um método pelo grupo de

investigacao do 2C2T, fundindo e adaptando as normas AATCC 100 e ISO 18184.

Todos os valores resultantes dos ensaios antimicrobianos foram inseridos no programa

GraphPad Prism 6, de modo a se obterem graficos com a reducao logaritmica dos substratos.

Protocolo dos métodos quantitativos em téxteis (AATCC 100 adaptada e ISO 18184

adaptada): Prepararam-se placas de Petri de poliestireno com os diferentes meios de cultura
solidos, assim como os pré-indculos para cada estirpe bacteriana: recolheu-se uma coldnia de

bactérias e de meio de cultura stock (Figura 12 (A)), colocou-se em 25 mL de meio de cultura
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liquido (TSB para as estirpes S. epidermidis e E. coli NB para a P. aeruginosa) e deixou-se na
incubadora a 37 °C e 120 rpm durante a noite (aproximadamente 15 h). O pré-inoculo foi
submetido a duas centrifugacées a 3134 g durante 10 minutos a temperatura ambiente,
descartou-se 0 meio de cultura e adicionou-se solucao tampao Phosphate Buifer Saline (PBS) com
pH de 7,4. Posteriormente foi calculada a concentracdo de cada estirpe, através da densidade
otica analisada no espetrofotometro e das curvas de calibracdo (determinadas anteriormente pelo
centro 2C2T), e acertou-se a mesma para uma concentracdo inicial de 1x107 UFC/mL. Este
procedimento nado foi realizado para o virus, pois o inoculo ja fora previamente preparado e ja se
encontrava com uma concentracdo de 1x107 UFP/mL. As amostras téxteis foram cortadas em
pedacos de 2,5 x 2,5 cm, e foram inoculadas com 50uL de cada microrganismo (Figura 12 (B)),

e mantidas durante 1 h no caso das bactérias e 2 h no caso do virus, a temperatura ambiente.

Entretanto, as placas com meio ATCC 271 que iriam receber o virus, foram plagueadas com
hospedeiro (£. col) e com Top Agar. Depois de um periodo de incubacéo de cerca de 20 h, o
normal crescimento do hospedeiro concede ao meio da placa de Petri uma aparéncia turva, no
entanto aquando da presenca de virus viaveis, estes conduzem a lise do hospedeiro 0 que gera

placas/pontos transltcidas (Figura 13 (C) e (D)).

Apds o periodo de incubacao, foram adicionados 5 mL de PBS estéril as amostras com
bactérias e 5 mL de meio 271 as amostras com virus, e as mesmas foram agitadas na velocidade
maxima do agitador vértice durante pelo menos 1 min. O liquido de lavagem foi diluido em série
em placas de 96 pocos preparadas previamente com PBS e meio 271 (para o virus) (Figura 12
(C)). Dessas mesmas diluicoes, plagueou-se 10 puL em placas com meio, de forma a obter uma
lagrima para cada diluicao (Figura 12 (D)). Depois de secas, as placas foram colocadas na estufa

a 37 °C durante 20 h, aproximadamente.
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Figura 12: Procedimento experimental dos ensaios antimicrobianos realizado na
Universidade do Minho. (A) recolha da estirpe bacteriana para preparacao do pré-inoculo; (B)
Inoculagéo da suspensao com o microrganismo na amostra téxtil; (C) Diluicoes seriadas; (D)

Plagueamento.

Ao fim das 20 h de inoculacdo, procedeu-se a contagem das UFC e UFP de cada uma das
estirpes. Para efetuar a contagem, contabilizou-se apenas as diluicdes que continham entre 30 e
300 UFC ou UFP, para nao sobrevalorizar ou desvalorizar. Na Figura 13 aparecem exemplos de

placas com e sem crescimento de UFC (A e B) e com e sem crescimento de UFP (C e D).
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Figura 13: Exemplos de placas resultantes dos ensaios antimicrobianos realizados na Universidade do Minho. (A) Placa com
crescimento de UFCs de P. aeruginosa; (B) Placa sem crescimento de UFCs de P. aeruginosa; (C) Placa com propagacéao de
UFPs de virus MS2, e hospedeiro E. coli; (D) Placa sem propagacao de UFPs de virus MS2, com hospedeiro E. coli.

Protocolo do método gualitativo nas AuNPs: Este método permitiu detetar o MIC das AuNPs.

Preparou-se uma placa de 96 pocos para cada um dos microrganismos, com 100 pL das
dispersdes de AuNPs, em diferentes concentragcdes (0 mg/mL; 0,08 mg/mL; 0,1 mg/mL; 0,2
mg/mL), nos pocos centrais (Figura 14), e com 200 uL de agua nos pocos exteriores, para nao
haver desidratacdo. Adicionou-se 100 L de indculo com uma concentracao de 1x10” UFC/mL
aos pocos com dispersdes de AuNPs. As placas foram analisadas no espetrofotémetro para
determinar a densidade 6tica inicial e, de seguida, foram colocadas na incubadora a 37 °C a 120
rpm durante 24 h. De seguida, analisou-se novamente a densidade 6ética das suspensdes

visualmente e no espetrofotometro.
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Protocolo do método guantitativo nas AuNPs: Este método permitiu analisar a MVC e MBC

(Concentracdo Minima Virucida e Concentracdo Minima Bactericida) das AuNPs. Prepararam-se
placas de NA para a estirpe P. aeruginosa, TSA para as estirpes S. epidermidis e E. coli, e meio
271 para o virus MS2. Apds a realizacado e analise dos métodos semi-quantitativos anteriores,
retirou-se 200 uL de suspensao de cada uma das concentracées de AuUNPs com indculo, colocou-
se numa nova placa de 96 pocos e diluiu-se em série. As diluicdes resultantes foram plagueadas
nas placas de Petri com 0 meio apropriado, em duplicado, em forma de lagrima. Depois de secas,

as placas foram colocadas na estufa a 37 °C durante 20 h, aproximadamente.

Ao fim das 20 h de inoculacdo, procedeu-se a contagem das UFC e UFP de cada uma das
estirpes. Para efetuar a contagem, contabilizou-se apenas as diluicdes que continham entre 30 e
300 UFC ou UFP, para nao sobrevalorizar ou desvalorizar. Na Figura 13 aparecem exemplos de

placas com e sem crescimento de UFC (A e B) e com e sem crescimento de UFP (C e D).

o

>

e,

Figura 14: Placa de 96 pocos, com AuNPs e E. coli.
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4. Analise e Discussao de Resultados

4.1. Caracterizacao Fisico-Quimica das AuNPs

As propriedades fisico-quimicas das AuNPs foram avaliadas pelo Instituto JoZef Stefan usando
diferentes técnicas, nomeadamente XRD, espetroscopia UV-Vis, FTIR e 7ransmission Electron

Microscopy (TEM). De acordo com os dados fornecidos pelo instituto, verificou-se que:

» A analise de XRD, usada para identificar a composicdo da fase e a pureza do composto,
detetou a presenca de duas fases cristalinas: uma fase com estrutura de ouro cubico e
uma fase com estrutura de apatite hexagonal;

> Os espetros FTIR com ATR revelaram a presenca de bandas vibracionais correspondentes
aos grupos amino (-NH,) e carboxilo (-COOH) disponiveis para posterior ligacao das AuNPs
com os substratos téxteis;

> As imagens TEM (Figura 15) revelaram propriedades estruturais e morfoldgicas de
nanoparticulas de Au/apatite: dentro do composto, AuNPs com o tamanho de 10-20 nm

foram depositadas na superficie da hidroxiapatite em forma de placa que serve como um

modelo.

Apatite template

Figura 15: Imagem de TEM com a estrutura de hidroxiapatite e as nanoparticulas de ouro depositadas na mesma (Instituto Jozef
Stefan).

Concretamente, no ambito desta dissertacdo, foi realizada a andlise da absorbancia das

AuNPs no espetrofotémetro UV-Vis.
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A absorbancia das AuNPs dos trés bafches recebidos foi medida no espetrofotémetro UV-Vis,

para analisar possiveis diferencas.

Absorbancia das Solucées com AuNPs (0,4 mg/mL)

Absorbancia
—_ J\)
[&)] N o w

—_

0,5

400 500 600 700
Comprimento de Onda (nm)

1st batch 2nd batch 3rd batch

Grafico 1: Absorbancia das AuNPs dos trés batches recebidos.

Como é possivel analisar no Grafico 1, para a mesma concentracao, as AuNPs de diferentes
batches apresentam diferentes comportamentos. Os picos para cada uma das dispersdes sdo a
536 nm (1° batch), 569 nm (2° batch) e 562,5 nm (3° batch). Os valores da absorbancia foram
de 1,3048 (1° batch), 2,8121 (2° batch) e 2,1799 (3° batch).

E estimado que esta diferenca se deva, essencialmente, & sintese das AuNPs, tendo em conta
que este processo se encontra ainda em fase de I&D, e que 0 mesmo é realizado manualmente.
As nanoparticulas poderao também apresentar tamanhos e aglomeracdes diferentes, o que origina
as discrepancias apresentadas no grafico. Relativamente a amplitude do pico, esta deve-se ao

facto das nanoparticulas estarem numa base de hidroxiopatite.

Ainda assim, existem algumas diferencas percetiveis ndo so visualmente, mas também no
ensaio da absorbancia, no 1° bafch relativamente aos restantes. I1sso deve-se a alguns desvios na
sintese destas NPs, como fora reportado posteriormente pelo Instituto que as forneceu, e por isso
as mesmas foram descartadas (tendo, contudo, servido para os ensaios iniciais de screening de

concentracdes e métodos a usar para a funcionalizacao dos substratos).
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Figura 16: Absorbancia das AuNPs (Instituto Jozef Stefan).

O Instituto JozZef Stefan também realizou ensaios de espetroscopia UV-Vis das AuNPs, sendo
que na Figura 16 é apresentada a absorbancia das mesmas. Como é possivel verificar, o pico da
absorbancia ocorre nos 570 nm, como ¢é caracteristico de NPs de ouro.

Este ensaio veio confirmar que, efetivamente, as AuNPs do 1° bafch encontravam-se
deterioradas, pois a diferenca entre os ensaios € significativa. Por outro lado, os valores do

comprimento de onda maximo sao semelhantes aos apresentados pelos restantes batches.

Foi também feita uma avaliacdo inicial da atividade antibacteriana das AuNPs, tanto pelo
Instituto Jozef Stefan, como pelo laboratorio de microbiologia do centro 2C2T na Universidade do

Minho.

No instituto foi usado o teste de microdiluicdo (Figura 17). O teste foi realizado nas
concentracdes de 10 pg/ml e 300 pg/ml de AuNPs em meio de crescimento Luria-Bertani (LB)
usando a estirpe P. aeruginosa (PAO1) na densidade ética inicial (DO) 0,05. Os controlos foram
bactérias PAO1 sem AuNPs e meio LB sem bactérias. A investigacao confirmou que as seguintes

concentragdes inibitdrias minimas: MIC, a 60 pg/ml e MIC,,, a 100 pg/ml.
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Figura 17: Cinética de crescimento de PAO1 na presenca de AuNPs com diferentes concentracdes (Instituto Jozef Stefan).

No 2C2T utilizou-se o procedimento mencionado no capitulo 3.5.7 Avaliacdo da Atividade

Antimicrobiana.

A Figura 18 representa o crescimento das bactérias em contacto com as AuNPs durante 24h,
através da medicdo da densidade otica das dispersdes, sendo que um aumento da mesma
representa um aumento do crescimento destes microrganismos. Como € possivel verificar, a
densidade 6tica é consideravelmente mais baixa nas dispersdes com presenca de AUNPs, mesmo
com baixa concentracdo das mesmas em comparacdo com o controlo, confirmando a atividade
antimicrobiana das mesmas. Alguns dos microrganismos apresentam densidade dtica

ligeiramente superior nas dispersdes com maior concentracao de AuNPs devido a sua coloracao.
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Figura 18: Densidade dtica das dispersdes com AuNPs e microrganismos apos 24h.

A Figura 19 mostra os valores da analise da Concentracdo Minima Virucida (MVC) e a
Concentracdo Minima Bactericida (MBC) das AuNPs. A atividade antimicrobiana ¢ definida através
da reducao logaritmica, ou seja, quanto maior for a reducdo, maior a atividade apresentada pelas

AuNPs.
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Figura 19: MBC e MVC das AuNPs.
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A correlacado da atividade antimicrobiana com a reducéo logaritmica pode ser considerada
através da Tabela 9:
Tabela 9: Correlacao entre a atividade antimicrobiana das AuNPs e a reducéo logaritmica

Reducio Logaritmica Percentagem de Reducao Atividade Bactericida ou

(%) Virucida
<1 <90 Inexistente
1 90 Fraca
2 99 Média
3 99,9 Alta
4 99,99 Muito alta
5 99,999 Muito alta (Efetiva)

Como se verifica no grafico, as AuNPs apresentam atividade antimicrobiana, especialmente
nos microrganismos £. colie P. aeruginosa, onde se constata uma maior reducéo logaritmica em
todas as concentracdes e, por este motivo, a atividade antimicrobiana é considerada efetiva.
Relativamente ao virus MS2, observam-se alguns desvios na leitura da atividade antimicrobiana,
contudo, a média da reducao logaritmica em todas as concentracbes analisadas € superior a b,
logo considera-se que a atividade é também efetiva. E na bactéria S. epidermidis que se observam
0s valores mais baixos, mostrando que, aparentemente, perante esta bactéria, provavelmente a
atividade antimicrobiana ndo seja tdo eficaz como nas restantes. De salientar também que a
reducdo logaritmica ¢ inferior na dispersdo com maior concentracdo de AuNPs (0,2 mg/mL), o
que nao era espectavel. Isto pode ser resultado de algum erro humano associado ao
manuseamento do material. Perante estes resultados, seria necessario repetir ensaios, em
trabalho futuro, para a concentracdo 0,2 mg/mL de AuNPs e realizar novos ensaios com novas
concentracdes, abaixo de 0,08 mg/mL, pois a MVC e a MBC acabaram por nao ser definidas,

visto ndo haver uma concentracao que nao inviabilize os microrganismos.
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4.2. Pré-Tratamentos dos Substratos

Ao longo do projeto, foram realizados pré-tratamentos aos substratos, para analisar a sua
influéncia na posterior funcionalizacdo dos mesmos. O algodao tingido (olive) foi sujeito apenas a
lavagem simples com agua e detergente e, por este motivo, neste substrato nao foi analisada a

influéncia dos pré-tratamentos.

Para esta analise, os substratos com pré-tratamento foram submetidos a um esgotamento
com AuNPs e sem AuNPs, na presenca de surfactantes, com as mesmas condicdes de

temperatura.

Como ja foi referido anteriormente, o substrato de algodao foi submetido a pré-tratamentos.
Numa fase inicial realizou-se uma meia branqueacao e, posteriormente, sobre o substrato tratado,
foram realizados novos pré-tratamentos (ensaio 17): hidrdlise alcalina, plasma (O,) e plasma (N,),
indo de encontro com alguns artigos estudados anteriormente. O Grafico 2 mostra a refletancia
total dos substratos apos a funcionalizacdo dos mesmos, com AuNPs e sem AuNPs, e o Grafico 3

mostra a absorbancia das dispersdes apos o esgotamento.
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Grafico 2: Refletancia dos substratos (CO) funcionalizados com esgotamento com condicées otimas (70 °C durante 10 minutos),
com diferentes pré-tratamentos.
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Como se pode verificar no Grafico 2, a refletancia entre os 500-600 nm é menor na amostra
de algodao pré-tratado apenas com meia branqueacao, o que indica que a funcionalizacao do
algodao com este pré-tratamento foi superior a funcionalizacao dos substratos com os restantes

pré-tratamentos.

No Grafico 3, por sua vez, verifica-se que a absorbancia das dispersdes diminuiu
consideravelmente apos o esgotamento, indicando que as AuNPs passaram da dispersdo para o
substrato téxtil, em especial, na amostra tratada com plasma N,. Contudo, atendendo aos
resultados das amostras téxteis apds esgotamento (considerando que imediatamente apds o
esgotamento e antes da secagem ¢é efetuada uma lavagem em agua corrente) a ligacdo na maior
parte dos substratos (exceto na amostra pré-tratada apenas com meia branqueacao) néo tera sido
forte o suficiente, e parte das AuNPs foram removidas durante esta lavagem. Contrariamente a
meia branqueacao, o pré-tratamento com plasma altera apenas a superficie do substrato. Deste
modo, € possivel que as AuNPs tenham sido adsorvidas por ambas as amostras, inclusive pelas
fibrilas das mesmas, contudo, a alteracdo superficial causada pelo plasma de azoto nao

potencializou a ligacao das AuNPs ao substrato.
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Grafico 3: Absorbancia das dispersdes apos esgotamento, com e sem AuNPs, do substrato CO com diferentes pré-tratamentos.
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O Gréafico 4 mostra o comportamento dos substratos funcionalizados com diferentes pré-
tratamentos perante sucessivas lavagens. No mesmo é possivel constatar que o substrato pré-
tratado apenas com meia-branqueacao, para além de apresentar um AE superior relativamente
aos substratos de algoddo com pré-tratamentos adicionais, a diferenca de cor ao longo das
lavagens é pouco alterada. A baixa alteracdo da cor, resulta em uma menor perda de AuNPs.
Considerando que a amostra apenas com meia branqueacdo ¢ a que tem maior quantidade de

NPs e ¢ o segundo substrato com menor perda de NPs, conclui-se que 0 mesmo apresenta boa

solidez a lavagem.
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Gréfico 4: Influéncia das lavagens na diferenca de cor das amostras de CO funcionalizadas com diferentes pré-tratamentos.

4.2.2. CO/PES

O substrato da mistura de algoddo e poliéster foi submetido a uma lavagem inicial e,
posteriormente a um pré-tratamento com plasma atmosférico (ensaio 18). Como se pode analisar
no Grafico 5, a refletancia (zona entre 500 e 600 nm) entre a amostra funcionalizada apenas apds

lavagem e a amostra funcionalizada pré-tratada com plasma atmosférico é bastante semelhante.

Naturalmente, os resultados do tratamento com plasma neste tipo de substrato serdo
diferentes relativamente ao substrato anterior. Como é de conhecimento geral, o plasma altera
apenas a superficie do substrato, nao atinge as fibras no seu interior e, por isso, pode existir menos

adsorcdo de AuNPs no mesmo. Por outro lado, este substrato ja possuia uma coloracao
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esverdeada, o que influencia também a leitura da refletancia e pode conduzir a resultados menos

rigorosos.
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Grafico 5: Refletancia dos substratos (CO/PES) funcionalizados com AuNPs, com e sem pré-tratamento.

Contudo, olhando para o Grafico 6, nota-se que, aparentemente houve uma maior absorcao
de AuNPs pela amostra pré-tratada com plasma atmosférico. Verifica-se ainda que, no grafico da
amostra sem qualquer pré-tratamento existe uma ligeira curvatura na zona dos 500-600 nm, o
que sugere a presenca de AuNPs. Comparativamente ao grafico anterior, esta discrepancia de
resultados pode ser consequéncia da cor apresentada pelo substrato, que pode interferir na leitura
das refletancias e absorcdes, ou também do manchamento das amostras, apesar de se ter tido o
cuidado de realizar trés leituras em todas as amostras, e os resultados apresentados serem uma

média.
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Grafico 6: Absorbancia das dispersdes apos o esgotamento com e sem AuNPs, do substrato de CO/PES com e sem pré-tratamento.

No que diz respeito as lavagens dos substratos, € possivel verificar no Grafico 7 que a amostra
pré-tratada com plasma atmosférico, apesar de nao apresentar AE mais elevado numa fase inicial,
permanece constante ao longo das lavagens e ndo perde tantas AuNPs como a amostra sem

qualquer pré-tratamento, cujo AE apds 20 lavagens corresponde a cerca de ¥4 do AE inicial.
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Grafico 7: Influéncia das lavagens na diferenca de cor das amostras de CO/PES funcionalizadas com diferentes pré-tratamentos.
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O substrato de poliéster apresentava boa hidrofilidade por isso, ao contrario dos restantes
substratos, ndo sofreu lavagem inicial. A aplicacdo de plasma atmosférico (ensaio 18), j& numa
fase final do estudo, permitiu entender de que forma é que este pré-tratamento influenciava a
adsorcdo de nanoparticulas no substrato e se a funcionalizacdo do mesmo era resistente a

multiplas lavagens.

No Grafico 8, é possivel verificar que a amostra funcionalizada pré-tratada com plasma
atmosférico apresenta menor refletancia na zona dos 500-600 nm, relativamente a amostra
funcionalizada sem qualquer pré-tratamento, o que indica que houve uma maior adsorcao de
nanoparticulas pelo substrato, devido a ativacdo de grupos funcionais no mesmo, que ligaram com

0s grupos amina ou carboxilo das AuNPs.

O Grafico 9 complementa o Grafico 8, mostrando que a dispersao apos o esgotamento da
amostra pré-tratada com plasma atmosférico praticamente nao tem nanoparticulas na sua
composicdo. E possivel verificar também que, inclusive houve uma maior absorcdo de produtos
auxiliares, neste caso os surfactantes, que conferiam turbidez a dispersao e, no esgotamento da

amostra pré-tratada com plasma, a dispersao resultante ficou praticamente limpida.
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Grafico 8: Refletancia dos substratos (PES) funcionalizados com AuNPs, com e sem pré-tratamento.
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Grafico 9: Absorbancia das dispersdes antes e apds o esgotamento com e sem AuNPs, do substrato PES com e sem pré-tratamento.

O Gréafico 10 mostra a solidez dos substratos funcionalizados a sucessivas lavagens. A
amostra de PES pré-tratada com plasma atmosférico apresenta AE superior em todas as lavagens.
Apesar da solidez nao ser muito elevada e a perda de AuNPs ser semelhante em ambos os
substratos, ao final de 20 lavagens o substrato com maior quantidade de AuNPs é o substrato pré-
tratado com plasma e, por este motivo, a aplicacéo deste pré-tratamento é mais vantajosa do que

nao ter qualquer pré-tratamento.
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Grafico 10: Influéncia das lavagens na diferenca de cor das amostras de PES funcionalizadas com diferentes pré-tratamentos.

4.3.  Funcionalizacao dos Substratos

A funcionalizacao dos substratos ocorreu, como ja foi referido anteriormente, através de
impregnacao e esgotamento. Deste modo, ambos os métodos foram sujeitos a comparacoes.
Outras variaveis estudadas durante a funcionalizacéo dos substratos, foram a concentracédo das
NPs, produtos auxiliares, pH, razao de banho, tempo e temperatura dos processos. Estas variantes
permitiram perceber qual era 0 método mais adequado (que levaria a uma melhor fixacdo das
AuNPs nos substratos), tendo em consideracao a sua aplicacao a escala industrial.

Uma vez que a alteracao de cor nos substratos téxteis provinha das NPs ligadas a estes, o
valor de mudanca de cor (AE), conforme determinado pelo software de UV-vis LabSolutions UV-Vis
Color Analysis, e a forca de cor (K/S) conforme determinado pela refletancia minima em torno de

569 nm, foram usados como um indicativo da ligacdo das NPs aos téxteis.

4.3.1. Concentracao de NPs

Num primeiro ensaio analisou-se a impregnacdo de 5x10® g/mL de NPs em todos os
substratos (exceto na malha de algod&o tingido cor olive, pois ainda n&o tinha sido fornecida), que
foram posteriormente examinados no espetrofotémetro UV-Vis, e comparados com os substratos

nao funcionalizados.
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Como ¢é possivel verificar, tanto pelas Figuras 20-23, como pelo Grafico 11, a alteracao da
cor é nula nos substratos que contém poliéster e muito pouca nos restantes. Isto mostra que nao
ocorreu ancoragem das NPs. Assim sendo, ha uma indicacdo da necessidade de aplicar um
tratamento prévio nos substratos com poliéster e, para alem disso, é necessario aumentar a

concentracdo de NPs nas solucdes de funcionalizacao.
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Grafico 11: Refletancia dos substratos apés impregnacao com 5x10° g/mL AuNPs.

Figura 20: Substrato de CO/PES com lavagem, a esquerda sem qualquer funcionalizacao, e a direita funcionalizado com AuNPs.

Figura 21: Substrato de PES, a esquerda sem qualquer funcionalizacéo, e a direita funcionalizado com AuNPs.
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Figura 23: Substrato de CO com meia-branqueacéo, a esquerda sem qualquer funcionalizacéo, e a direita funcionalizado com
AuNPs,

0 passo seguinte (ensaio 2) foi realizar uma impregnacdo de NPs com diferentes
concentraces: 1,2 mg/mL; 0,9 mg/mL; 0,6 mg/mL; 0,3 mg/mL. Neste caso, a impregnacao foi
realizada apenas no substrato de algodao com meia branqueacao, por ser o mais hidrofilico. A

refletancia destas amostras € apresentada no Grafico 12.
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Grafico 12: Refletancia dos substratos de CO impregnados com diferentes concentracées de AuNPs.
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As amostras tratadas apresentaram uma diferenca de cor bastante consideravel, adquirindo
um tom avermelhado, sendo este mais intenso quanto maior a concentracao de NPs usada, a
excecao das amostras funcionalizadas com 0,9 mg/mL e 0,6 mg/mL de NPs, que apresentaram
uma intensidade de cor muito semelhante. Para além deste aspeto, verificou-se algum
manchamento nas amostras, resultante na aglomeracdo de nanoparticulas. No espetro de
refletancia UV-Vis (Grafico 12) é possivel analisar a variacdo desta nas amostras tratadas e de uma
amostra nao tratada. Contrariamente ao que é observado no Grafico 11, a refletancia das amostras
funcionalizadas ndo se sobrepde a da amostra nao tratada, em especial na zona entre os 500 e
600 nm, que é a zona onde ocorre o pico de absorbancia destas AuNPs, e a variacao na refletancia
encontra-se de acordo com a observacdo visual das amostras (Figura 24): quanto maior for a
concentracao da dispersdao de NPs usada, maior a quantidade de NPs ligadas/adsorvidas pelo

substrato téxtil (e menor a refletancia deste).

" ®) © 0)

Figura 24: Substratos de CO impregnados com diferentes concentracoes de AuNPs. (A) 1,2 mg/mL; (B) 0,9 mg/mL; (C) 0,6
mg/mL; (D) 0,3 mg/mL.

Apos se verificar que a 0,3 mg/mL havia uma quantidade razoavel de NPs ligadas ao téxtil,
devido a diferenca de cor mais acentuada, esta concentracao e outra abaixo (0,1 mg/mL) foram
também testadas por esgotamento, considerando que o objetivo é funcionalizar os substratos com
a menor quantidade possivel de nanoparticulas (ensaios 3 e 4).

As amostras tratadas por esgotamento apresentaram uma tonalidade bastante mais intensa
que as amostras tratadas por impregnacao. Contudo, estas apresentaram bastante manchamento,
resultante da aglomeracdo das NPs. O Grafico 13, mostra a refletancia total destas amostras, a
qual foi de encontro as interpretacdes realizadas por observacao visual (Figura 25). As amostras
tratadas por esgotamento apresentam maiores diferencas de cor, o que indica que estas tém
maior ancoragem de nanoparticulas, sugerindo que o esgotamento é o melhor processo para esta

funcionalizacdo, em comparacado com a impregnacao (maiores rendimentos).
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Grafico 13: Refletancia dos substratos CO apos funcionalizacdo com diferentes tratamentos e com diferentes concentracoes.
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Figura 25: Substrato CO apos funcionalizacdo com diferentes tratamentos e com diferentes concentracdes. (A) Esgotamento 0,1
mg/mL; (B) Esgotamento 0,3 mg/mL; (C) Impregnacédo 0,1 mg/mL; (D) Impregnacao 0,3 mg/mL.

Nos Graficos 14 e 15 verifica-se também que as amostras tratadas por esgotamento
apresentam nao s6 maior intensidade de cor, como também, em média, maior solidez a lavagem,
ou seja, 0 AE das amostras tratadas antes e apos 20 lavagens é superior nas amostras tratadas
por esgotamento. Os calculos da perda de cor comprovam ainda que ha menor perda de cor nos
processos de funcionalizacdo por esgotamento: no esgotamento com 0,1 mg/mL de AuNPs ha
uma perda de 12,62 % de AuNPs; no esgotamento com 0,3 mg/mL de AuNPs ha uma perda de
20,60 % de AuNPs; na impregnacado com 0,1 mg/mL de AuNPs ha uma perda de 28,14 % de
AuNPs; na impregnacao com 0,3 mg/mL de AuNPs ha uma perda de 34,58 % de AuNPs.
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Grafico 15: Influéncia das lavagens na diferenca de cor das amostras de CO funcionalizadas com diferentes tratamentos e diferentes
concentracdes.
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Para avaliar se o pH da dispersao influenciava o processo, foram realizados dois
esgotamentos (ensaio 3) com 0,3 mg/mL de NPs: 1 sem qualquer ajuste de pH, e outro usando

carbonato de sodio para ajustar o pH até = 9 (pH habitual nos processos de esgotamento).

Como ¢é possivel analisar no Grafico 16 e na Figura 26, o ajuste do pH para 9 resultou num
aumento significativo da intensidade da cor da amostra funcionalizada, aumentando o rendimento
do esgotamento, ou seja, aparentemente ha uma maior quantidade de AuNPs foi absorvida pela
fibra. Porém, é preciso lembrar que 0 aumento da intensidade da cor pode nao ser resultante de
um aumento de AuNPs, mas sim pela modificacdo das mesmas. Por esse motivo, em trabalhos
futuros, deve-se estudar o comportamento das AuNPs perante a presenca de carbonato de sodio,

para entender se 0 mesmo modifica as nanoparticulas.
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Grafico 16: Refletancia do substrato CO funcionalizado com 0,3 mg/mL AuNPs com e sem ajuste de pH.
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Ainda assim, como se pode verificar pela Figura 26 as amostras tratadas apresentaram

bastante manchamento.

Figura 26: Amostras de CO funcionalizadas com 0,3 mg/mL de AuNPs sem ajuste de pH (esquerda) e com ajuste de pH
(direita).

Através do Grafico 17, verifica-se que o substrato funcionalizado com ajuste de pH
aparentemente tem menor solidez a lavagem, relativamente & amostra sem ajuste de pH, contudo,

o AE da primeira continua a ser significativamente superior, mesmo ap6s 5 lavagens, devido a

maior quantidade de AuNPs que se ligaram ao substrato.
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Grafico 17: Diferenca de cor das amostras funcionalizadas antes e apés 5 lavagens.
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Durante a funcionalizacdo dos substratos de algodao com as AuNPs, notou-se algum
manchamento causado pela aglomeracao destas. Como a adicao de um surfactante tipicamente
auxilia na dispersao das NPs e pode ajudar na absorcao das mesmas pelo substrato téxtil,
testaram-se trés surfactantes (A e B e C - com propriedades referidas na seccdo 3.4

Funcionalizacdo dos substratos), para perceber qual seria mais adequado ao processo (ensaio 6).

A primeira coisa que se pode constatar ao observar o Grafico 18 é que, tal como fora
mencionado anteriormente, os resultados da funcionalizacdo por esgotamento sdo mais
satisfatérios do que os da funcionalizacdo por impregnacdo. A refletdncia na zona dos
500-600 nm ¢ inferior na amostra funcionalizada com AuNPs através de esgotamento utilizando
o surfactante A, o que indica que houve maior adsorcao de nanoparticulas por esta amostra. Na
Figura 27 também se pode notar uma tonalidade mais intensa nesta amostra. A amostra
funcionalizada com AuNPs por esgotamento usando o surfactante C também apresenta uma
refletdncia baixa e, por isso, boa intensidade de cor, contudo, nesta amostra houve menos
reprodutibilidade nas réplicas feitas para cada amostra na analise UV-Vis, o que indica que ha
menor uniformidade de cor (Grafico 19). Por outro lado, o Grafico 20, onde é apresentada a
diferenca de cor dos substratos ao longo das lavagens, mostra que a amostra funcionalizada por
esgotamento com o surfactante B, apesar de nao ter uma tonalidade tao intensa, acaba por ter
mais solidez as lavagens. Vale ressaltar que, tal como no caso do pH, a refletancia das amostras
com surfactantes é uma avaliacao superficial, visto que os surfactantes, tal como o carbonato de

sddio, podem modificar as NPs e alterar a sua tonalidade.

Pagina | 71



Refletancia

=N W
o O O

P Lk e e O S O O S O T "

420 520 620 720 820 920 1020 1120 1220

Comprimento de onda (nm)

Esgotamento ¢/ Surfactante A e e e« Impregnacédo c/ Surfactante A
Esgotamento ¢/ Surfactante B Impregnacéo ¢/ Surfactante B

Esgotamento ¢/ Surfactante C Impregnacéo ¢/ Surfactante C

- LR
e O e ¥

s

TN
B Y

1320

Grafico 18: Refletancia total dos substratos (CO) funcionalizados por esgotamento ou por impregnacao utilizando surfactantes (0,1
mg/mL de AuNPs; Esgotamento a 60°C durante 60 min — ensaio 6).
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Grafico 19: Reprodutibilidade das réplicas realizadas para cada amostra durante as leituras no equipamento UV-Vis.

Pagina | 72



16 40

14 30
3
1 20 o
=
10 @
10 E
0 =
g 8 &
120 3
£
° 20 2
o
4 30 o
[0)
[a 1

0 50

Esgotamento  Impregnacdo  Esgotamento  Impregnacdo  Esgotamento  Impregnacao
Surfactante A Surfactante A Surfactante B Surfactante B Surfactante C  Surfactante C

s Sem Lavagem W ] | gvagem W 5 | avagens

10 Lavagens w20 Lavagens ==Perda de cor

Grafico 20: Diferenca de cor dos substratos funcionalizados por esgotamento ou impregnacao antes e apos lavagens.

(D)

Figura 27: Substrato CO funcionalizado com AuNPs. (A) Esgotamento com surfactante A; (B) Esgotamento com surfactante B; (C)
Esgotamento com surfactante C; (D) Impregnacdo com surfactante A; (E) Impregnacao com surfactante B; (D) Impregnacdo com
surfactante C.

De modo a analisar melhor qual seria o surfactante mais adequado para o esgotamento,

realizou-se um novo ensaio, usando apenas 0s surfactantes A e B, conjugados com um novo
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surfactante D (ensaio 14). A refletancia das amostras resultantes deste ensaio é apresentada no

Grafico 21.
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Grafico 21: Refletancia dos substratos CO funcionalizados por esgotamento utilizando surfactantes (Esgotamento a 70°C durante
10 min).

Tal como no Grafico 18, o Grafico 21 mostra que, na presenca do surfactante A, existe,
aparentemente, maior adsorcao de nanoparticulas no substrato, pelo aumento da tonalidade e
consequente diminuicao da refletancia. Além disso, é possivel verificar também que a presenca
do surfactante D, em conjunto com os surfactantes A ou B, incrementa consideravelmente a
ligacao de AuNPs, como ¢ possivel analisar pela diminuicdo da refletancia das amostras. A Figura
28 também comprova a tonalidade mais escura na amostra funcionalizada por esgotamento com

surfactante A + surfactante D.

Figura 28: Substratos CO funcionalizados com AuNPs. Esquerda: Esgotamento com surfactante A + surfactante D; Direita:
Esgotamento com surfactante B + surfactante D.
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O Grafico 22, por sua vez mostra a absorbancia das AuNPs na zona dos =550 nm, mais em
concreto nas dispersdes Mae, ou seja, antes de ocorrer o esgotamento. Apesar de em ambas as
dispersdes estar presente a mesma concentracdo de AuNPs, a absorbancia na dispersdo com o
surfactante A é mais elevada, e a curva das AuNPs é também mais acentuada, provavelmente
devido a utilizacao de surfactantes distintos. Nas dispersdes apos esgotamento, a absorbancia na
zona dos =550 nm é semelhante e bastante proxima de O, indicando que praticamente todas as

AuNPs passaram para o substrato.
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Grafico 22: Absorbancia das dispersoes apos esgotamento com surfactantes.

Como um dos objetivos era tornar o processo mais eficiente e sustentavel, estudou-se a
reducao da razéo de banho para o processo de esgotamento. Deste modo testaram-se duas novas

razdes de banho: 1:12 e 1:07.

Como se pode verificar no Grafico 23, a diminuicéo da razéo de banho levou a um aumento
da refletancia das amostras funcionalizadas e, deste modo a uma diminuicédo da intensidade da
coloracao das amostras téxteis, ou seja, uma diminuicdo da quantidade de AuNPs ligadas. Como

foram utilizadas as mesmas quantidades de dispersao de esgotamento (alterou-se a dimensao da
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amostra téxtil), poder-se-ia assumir que a menor intensidade da coloracao era devido a uma maior
dispersao das AuNPs nas amostras, contudo, na Figura 29, verifica-se que efetivamente nao
ocorreu um esgotamento completo das NPs, pois as dispersdes apos o esgotamento ainda acusam

a presenca de AuNPs.
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Grafico 23: Refletancia da amostra de CO funcionalizada por esgotamento utilizando diferentes razées de banho (Esgotamento a
60 °C durante 60 min).

Figura 29: Da esquerda para a direita: Dispersao Mae; Dispersao apos esgotamento RB 1:20; Dispersao apds esgotamento RB
1:12; Dispersao apds esgotamento RB 1:07.

Ainda de acordo com a Figura 29, o Grafico 24 mostra também que o processo foi menos
eficiente nos esgotamentos com razdo de banho inferior, sendo que estes apresentam uma
absorbancia com uma ligeira curva entre os 500-550 nm, que é a zona onde as AuNPs apresentam
maior absorbancia. Assim, ao contrario do que seria espectavel, a diminuicao da razao de banho
leva a uma menor ligacdo/adsorcdo das AuNPs por parte do substrato de algodao. Quanto a

solidez as lavagens (Grafico 25), verifica-se alguma perda de AuNPs nos substratos funcionalizados
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com qualquer uma das razoes de banho. Contudo, na amostra com razdo de banho 1:20, a

quantidade de AuNPs parece estabilizar a partir das 5 lavagens.
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Grafico 24: Absorbancia das dispersoes apos esgotamento com diferentes razdes de banho.
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Grafico 25: Diferenca de cor dos substratos funcionalizados por esgotamento com diferentes razées de banho, antes e apos
lavagens.
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De modo a incrementar/fortalecer a ligacdo de AuNPs ao substrato de algodao foram testados
dois crosslinkers (ensaio 17), de acordo com o que foi estudado no enquadramento tedrico: GTA

e acido citrico.

No Grafico 26 verifica-se que a amostra sem qualquer tipo de crosslinkers apresenta uma
refletancia bastante inferior na zona dos 570 nm, mostrando que os crosslinkers utilizados, ou o
meio de aplicacdo dos mesmos, ndo foram os mais adequados para o proposito pretendido. Ainda
assim, entre os dois crosslinkers, o acido citrico € o que mais se destaca de forma positiva, pois
a amostra funcionalizada na presenca deste apresenta refletancia inferior. Adicionalmente, no
Grafico 27 verifica-se que a dispersdo com acido citrico esgotou quase na totalidade. A dispersao
com GTA tem valores muito préximos da dispersdo sem qualquer tipo de crosslinkers. Os
resultados contraditorios de ambos os graficos podem indicar que, mais uma vez, parte das AuNPs
foram removidas durante a lavagem superficial realizada antes da secagem das amostras. Isto
sugere que, ao invés de servir como agente ligante durante a funcionalizacdo, os crosslinkers

parecem ter prejudicado na ligacdo das AuNPs ao substrato.
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Grafico 26: Refletancia das amostras de CO funcionalizados por esgotamento utilizando diferentes de crossiinkers. (Esgotamento
a 70 °C durante 10 minutos; 0,1 mg/mL de AuNPs; 4 g/L surfactante A; 5 g/L surfactante D; sem ajuste de pH na presenca do
acido citrico)
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Grafico 27: Absorbancia das dispersdes apos esgotamento com diferentes crossiinkers.

Figura 30: Amostras de algodao funcionalizadas por esgotamento com acido citrico, sem AuNPs (esquerda) e com AuNPs
(direita).
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Figura 31: Amostras de algodao funcionalizadas por esgotamento com GTA, sem AuNPs (esquerda) e com AuNPs (direita).
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A solidez as lavagens dos substratos funcionalizados na presenca de crosslinkers foi
inferior & do substrato funcionalizado sem cross/inkers, como mostra o Grafico 28. De modo geral,
0 substrato funcionalizado com acido citrico perdeu aproximadamente 25 % de AuNPs ao longo
das lavagens, o substrato funcionalizado com GTA perdeu aproximadamente 35 % de AuNPs,
enquanto o substrato funcionalizado sem cross/inkers perdeu apenas cerca de 18 %. Verifica-se
entdo que as nanoparticulas ndo conseguiram ligar-se ao substrato de algoddo eficazmente,

utilizando crosslinkers.
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Grafico 28: Diferenca de cor dos substratos funcionalizados na presenca de crossiinkers antes e apos lavagens.

4.3.7. Dok

A utilizacdo da metodologia DoE permitiu analisar duas variaveis em simultaneo: o tempo e
a temperatura de esgotamento. O principal objetivo desta analise foi entender qual seria a melhor
combinacao destas duas variaveis, de modo a aumentar a eficiéncia do esgotamento. Como foi
referido anteriormente, testaram-se duas temperaturas (20 °C e 80 °C) e dois tempos de
esgotamento (10 min e 60 min), e por isso realizaram-se quatro ensaios com condicdes

“extremas”, mais trés ensaios com condicbes centrais.

Os valores da refletancia e do AE antes e apos lavagens foram inseridos no programa de
DoE, para tentar entender quais eram as condicdes que potencializavam a ligacao de AuNPs ao

substrato, e aumentavam a solidez as lavagens. Como se pode analisar no Grafico 29, apesar de
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haver valores de refletancia bastante proximos, a amostra com valor mais baixo e, portanto, com
maior intensidade de cor, é a amostra resultante do esgotamento a 80 °C durante 10 minutos.
Pode-se notar também que os esgotamentos a 80 °C e os esgotamentos com condicdes centrais
(50 °C durante 35 minutos) apresentaram refletancias bastante semelhantes, o que indica que a
temperatura podera ter mais influéncia que o tempo no resultado final da funcionalizacdo do
substrato. As amostras funcionalizadas em condicdes de menor temperatura, apresentaram maior

refletdncia e, portanto, menor intensidade de cor.
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Grafico 29: Refletancia das amostras de CO funcionalizados por esgotamento utilizando diferentes condicoes de esgotamento.
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Figura 32: Amostras resultantes dos ensaios DoE. Esgotamento com 0,1 mg/mL AuNPs (ou sem NPs); 4 g/L Surfactante A; 5
g/L Surfactante D. (A) Branco, sem AuNPs, 60 °C durante 60 min. (B) 20°C durante 10 min. (C) 20°C durante 60 min. (D)
50°C durante 35 min. (E) 50 °C durante 35 min. (F) 80 °C durante 10 min. (G) 80 °C durante 60 min. (H) 50 °C durante 35
min.

No Grafico 30 estao apresentados os diversos valores que foram analisados pelo programa
DoE: Percentagem de refletancia das amostras téxteis a 570 nm relativamente a uma amostra
sem AuNPs; percentagem de absorbancia das dispersdes apos esgotamento a 570 nm
relativamente a solucdo mae; K/S a 570 nm e diferenca de cor (AE). No grafico é possivel
constatar que a amostra com maior percentagem de refletdncia e, portanto, com maior
proximidade a amostra sem AuNPs é a amostra funcionalizada a 20 °C durante 10 minutos, tal
como era esperado, e indo de encontro ao Grafico 29. As amostras funcionalizadas a mais de
50 °C apresentam valores proximos, maioritariamente abaixo dos 70 % de refletancia. Por outro
lado, a percentagem de absorbancia das dispersdes permite identificar a percentagem de AuNPs
que ficaram na dispersdo, considerando que a dispersdo mae, antes do esgotamento, equivale a
100 %. Nesta situacao, verificou-se que todas as dispersdes se mantém abaixo dos 40 % sendo
que, tal como era esperado, a dispersdo do esgotamento a 20 °C durante 10 minutos apresenta
o valor mais elevado de AuNPs, e a dispersdo do esgotamento a 80 °C durante 10 minutos
apresenta o valor mais baixo de AuNPs. A diferenca de cor, assim como o0 K/S a 570 nm foram
mais elevados na amostra funcionalizada a 80 °C durante 10 minutos. Por estes motivos, entende-

se que o esgotamento fora mais eficaz nestas condicoes.
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Grafico 30: Relacado entre os valores da percentagem de refletancia a 570 nm (relativamente a amostra sem AuNPs); da
percentagem de absorbancia das dispersdes apos esgotamento a 570 nm (relativamente a dispersdao mae, com 0,1 mg/mL de
AuNPs); do K/S a 570 nm e da diferenca de cor (AE).

A solidez as lavagens (Grafico 31) veio mostrar que, apesar do valor AE, antes das lavagens,

ser superior na amostra funcionalizada a 80 °C durante 10 minutos, esta é também a amostra

que mais perde nanoparticulas ao longo das 20 lavagens, perdendo aproximadamente 36 % de

AuNPs. Isto indica que a ligacao entre as nanoparticulas e as fibras téxteis pode nao ter sido eficaz,

por diversas razoes, entre elas o tempo de esgotamento.
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Grafico 31: Diferenca de cor dos substratos funcionalizadas por esgotamento com diferentes condicdes, antes e apos lavagens.
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Apos submeter os valores anteriormente mencionados do programa DoE State-Ease® ‘Design
Expert’ (version 12), analisaram-se 0os mesmos graficamente e por meio de regressdo linear,
concluindo-se que as condicdes étimas para o esgotamento seriam a 70 °C durante 10 min. No
Grafico 32 é possivel comparar os valores da percentagem de refletancia, percentagem de
absorbancia, diferenca de cor e K/S da amostra funcionalizada nas condicdes 6timas com as

restantes amostras previamente funcionalizadas.

Como é possivel verificar, a diferenca de cor é superior nesta amostra, em comparacao com
as restantes, assim como o K/S. Para além disso, os valores da percentagem de refletancia da
amostra téxtil e de absorbancia da dispersdo de esgotamento sao inferiores, indicando que houve
uma maior quantidade de nanoparticulas a passar da dispersdo para o substrato e a ligar-se ao

mesmo.
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Grafico 32: Relacado entre os valores da percentagem de refletancia a 570 nm (relativamente a amostra sem AuNPs); da
percentagem de absorbancia das dispersdes apos esgotamento a 570 nm (relativamente a dispersdo mae, com 0,1 mg/mL de
AuNPs); do K/S a 570 nm e da diferenca de cor (AE).

No Grafico 33 é possivel comparar novamente o comportamento das amostras
funcionalizadas as lavagens, com a adicdo da amostra funcionalizada nas condi¢des étimas. Como
foi referido anteriormente, a amostra funcionalizada a 80 °C durante 10 minutos, apresenta uma
elevada diferenca de cor, em comparacado com as restantes, contudo, é também a amostra que
mais perde nanoparticulas ao longo das lavagens. A amostra funcionalizada a 70 °C durante 10
minutos apresenta uma diferenca de cor mais elevada que as restantes, e evidencia também uma
diminuicao da perda de nanoparticulas nas lavagens, relativamente a amostra mencionada
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anteriormente, perdendo aproximadamente 28 % de AuNPs ao longo das lavagens. Apesar desta
diminuicao, ha ainda amostras com comportamento a solidez mais estavel, como é o caso da
primeira amostra funcionalizada em condicdes centrais (50 °C durante 35 min). Apesar da perda
de NPs nas lavagens, a amostra funcionalizada a 70 °C durante 10 min é a que apresenta maior
AE ao fim de 20 lavagens, ou seja, € a que apresenta maior quantidade de NPs e dai se ter

considerado estas as condicdes 6timas para a funcionalizacao.
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Grafico 33: Diferenca de cor dos substratos funcionalizadas por esgotamento com diferentes condicdes, antes e apos lavagens.

4.3.8. Funcionalizacao nos diferentes substratos

Para uma melhor gestdo de recursos, durante grande parte deste projeto foram realizados
ensaios somente no substrato de algodao, por ser o mais hidrofilico, de modo a estabelecer as
melhores condicdes para a funcionalizacao dos restantes substratos com as AuNPs. Apos serem
delineadas estas condi¢des, passou-se a funcionalizacao dos restantes substratos: algod&o tingido,

mistura algodao/ poliéster e poliéster branqueado.

O Grafico 34 mostra a refletancia dos substratos apds o esgotamento com e sem AuNPs dos
diferentes substratos. A amostra de algoddo é a que apresenta maior diferenca de refletancia, a
570 nm, comparativamente a amostra sem AuNPs, evidenciando, portanto, maior quantidade de

nanoparticulas retidas no substrato. As amostras de algodao tingido com e sem NPs,
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aparentemente, nao tém qualquer diferenca na refletancia. Este facto pode ser derivado da cor
escura do substrato, que acaba por “mascarar” a presenca de nanoparticulas. Para esta amostra,
a melhor avaliacao da funcionalizacao foi através do SEM-EDX e da absorcao atomica, que serao

analisados mais a frente neste trabalho.
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Grafico 34: Refletancia das amostras dos diferentes substratos funcionalizados por esgotamento a 70°C durante 10 minutos, com
0,1 mg/mL de AuNPs, 4 g/L surfactante A e 5 g/L surfactante D.

As Figuras 33-36 vao de encontro ao que foi mostrado no Grafico 34. A amostra de algodéo
com meia branqueacado apresenta uma diferenca de tonalidade significativa, assim como a
amostra de poliéster branqueado. Ambas adquirem uma tonalidade mais escura, em tom roxo,
caracteristica destas NPs. A amostra da mistura de algodao/poliéster tem também uma alteracao
da tonalidade, contudo, nao tao acentuada e, para além disso, existem vestigios de manchamento.
Por ultimo, a amostra de algodao tingido (olive) ndo apresenta, aparentemente, qualquer alteracdo
de cor. Novamente, isto pode acontecer devido a amostra apresentar ja uma tonalidade muito

escura e, por isso, ¢ dificil de observar a olho nu a presenca das AuNPs.

Pagina | 86



Figura 33: Substratos de algodao com meia branqueacéo tratados por esgotamento sem AuNPs (esquerda) e com 0,1 mg/mL
AuNPs (direita).

Figura 34: Substratos de algodao tingido (olive) tratados por esgotamento sem AuNPs (esquerda) e com 0,1 mg/mL AuNPs
(direita).

Figura 35: Substratos de mistura algodao/poliéster tratados por esgotamento sem AuNPs (esquerda) e com 0,1 mg/mL AuNPs
(direita).

Figura 36: Substratos de poliéster tratados por esgotamento sem AuNPs (esquerda) e com 0,1 mg/mL AuNPs (direita).

A analise da absorbancia das dispersdes apds esgotamento (Grafico 35), confirmou aquilo
que se previa: a amostra de algodao tingido (olive) foi funcionalizada com nanoparticulas, visto
que, apesar de nado ter um rendimento de 100 %, existe uma reducao significativa de AuNPs, o

que indica que, pelo menos uma parte delas, passou da dispersdo para o substrato. O grafico
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mostra que os substratos que obtiveram menor rendimento de esgotamento foram os substratos
de algodao tingido e mistura de algodao/poliéster. Isto pode ter acontecido devido, por exemplo,
aos substratos serem tingidos e, por este motivo, nao haver tantos grupos funcionais disponiveis
para ligar com as nanoparticulas. Por outro lado, a absorbancia das dispersdes apos esgotamento
com AuNPs dos substratos de algoddo com meia branqueacéo e do poliéster branqueado é
bastante proxima a absorbancia das dispersdes apos esgotamento sem AuNPs nestes substratos.
A Figura 37 mostra que a dispersao do esgotamento de algoddo com meia branqueacéo é a mais
limpida. Em contrapartida, as dispersdes apos esgotamento dos substratos de algodao tingido e
da mistura algodao/poliéster evidenciaram perda de cor do proprio substrato, o que dificultou a

percecao, a olho nu, de AuNPs na dispersao.
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Grafico 35: Absorbancia das dispersoes apos esgotamento de diferentes substratos.
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Figura 37: Dispersoes apos esgotamento de diferentes substratos: Da esquerda para a direita: Dispersao mae (antes do
esgotamento, com 0,1 mg/mL de AuNPs); Dispersao apds esgotamento de algoddo com meia branqueacao; Dispersao apos
esgotamento de algodao tingido (olive); Dispersao apds esgotamento de mistura algodao/poliéster; Disperséo apos esgotamento
de poliéster branqueado.

Relativamente a solidez as lavagens, verifica-se que o substrato de poliéster perde uma grande
quantidade de AuNPs ao longo das mesmas. Isto significa que no momento do esgotamento as
nanoparticulas foram adsorvidas pelo substrato, mas apenas uma pequena parte delas formou
ligacao com as fibras e, por este motivo, as nanoparticulas que ndo formaram ligacao vao saindo
ao longo das lavagens. Nos substratos de algodao tingido (olive) e mistura de algodao/poliéster, a
leitura das diferenca de cor acaba por ser dificultada devido a coloracao que estes apresentam,
principalmente o substrato de algodao tingido que ja apresenta uma tonalidade escura e por isso
os resultados sao mais irregulares. No substrato de mistura algodao/poliéster evidencia-se uma
perda de cor, provavelmente motivada pela presenca do poliéster, que visivelmente nao tem tanta

afinidade para com as AuNPs como o algodao.
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Grafico 36: Diferenca de cor dos diferentes substratos antes e apos lavagens.
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4.4. Avaliacao da Funcionalizacao dos substratos

A absorcao atémica permitiu fazer uma quantificacdo do ouro presente nas amostras téxteis
com 1 lavagem e com 20 lavagens, para entender também a solidez a lavagem dos substratos, e
quantificar a perda de NPs (através da perda de Au) durante as lavagens. O equipamento utilizado
para proceder a absorcao atémica determina o teor de ouro dissolvido juntamente com a amostra,
e tem um limite de detecédo (LD) equivalente a 0,09 mg/L Au e o limite de quantificacao (LQ)

corresponde a 0,24 mg/L Au. Todos os valores abaixo do LQ nao foram quantificados.

As amostras utilizadas neste ensaio foram funcionalizadas nas condicoes finais: Esgotamento
a 70 °C durante 10 minutos; 0,1 mg/mL de AuNPs; 4 g/L surfactante A; 5 g/L surfactante D; pH
9. Antes da funcionalizacdo, o substrato de algodao cru foi submetido apenas a uma meia
branqueacao, para os substratos de mistura algodao/poliéster e poliéster branqueado aplicou-se
lavagem domeéstica seguida de plasma atmosférico, e para o substrato de algodao tingido (olive)

aplicou-se apenas lavagem domeéstica.

Na Tabela 10 é apresentada a quantidade de ouro dissolvido presente em cada uma das
amostras. Neste ensaio nao foram feitas réplicas devido a quantidade reduzida de amostra para

analise.

Tabela 10: Quantificacao de Au (mg/L) presente nos diferentes substratos com 1 e 20 lavagens

Amostra Au (mg/L)
CO 1 lavagem 10,5
CO0 20 lavagens 8,0
CO tingido (olive) 1 lavagem 4,4
CO tingido (olive) 20 lavagens 41
CO/PES 1 lavagem 7,5
CO/PES 20 lavagens 3,8
PES 1 lavagem 8,5
PES 20 lavagens 2,8
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Os resultados apresentados vao de encontro aos resultados dos graficos UV-Vis da refletancia
e diferenca de cor (Graficos 34 e 36), em quase todas as amostras. No caso do substrato de
algodao, ja era espectavel que este substrato fosse o0 que tivesse maior concentracao de ouro,
tanto com 1 lavagem como com 20 lavagens. O substrato de algodao tingido (olive) apresentou
uma concentracao de ouro mais baixa, com apenas uma lavagem, que os restantes substratos.
Contudo, a concentracao de ouro manteve-se praticamente inalterada apds 20 lavagens, o que
indica que as poucas NPs que se ligaram ao substrato, formaram ligacdes fortes e resistentes a
lavagens. O substrato de mistura algodao/poliéster evidencia uma baixa solidez das AuNPs as
lavagens, visto que a quantidade de ouro diminuiu consideravelmente. Por ultimo o substrato de
poliéster foi o que teve o resultado menos esperado: elevada perda de AuNPs (associada a
diminuicdo da quantidade de ouro). No entanto, é importante ressaltar que o pré-tratamento a que
0s substratos de PES e CO/PES foram sujeitos (plasma) é um tratamento realizado apenas a
superficie e, por esse motivo, espera-se que a quantidade de NPs ligadas ao mesmo seja menor
relativamente ao substrato de CO, que sofreu uma meia-branqueacdo em todo o substrato. Para
além disso, o PES ndo apresenta fibrilas nem espaco intrafibrilar, o que dificulta a adsorcdo de

AuNPs.

No Grafico 36 verifica-se que, apesar de perder NPs ao longo das lavagens, a amostra de
poliéster ainda apresenta uma diferenca de cor consideravel, inclusive, em relacdo aos substratos
de algodao tingido e mistura de algodao poliéster e, por este motivo, o resultado n&o foi o

espectavel. O mesmo pode ser derivado de um erro durante a dissolucao dos substratos.

Apesar de nao ter sido realizado, seria interessante analisar uma dispersdo com 0,1 mg/mL
de AuNPs por absorcao atomica, para entender a quantidade de ouro presente numa dispersao e
perceber se as quantidades apresentadas na Tabela 10 indicam que a funcionalizacdo dos

substratos foi eficaz.
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A analise SEM-EDS foi realizada tanto na Universidade do Minho como no Instituto Jozef
Stefan (JSI). As amostras analisadas no JSI foram funcionalizadas por esgotamento a 70 °C
durante 10 minutos, com 0,1 mg/mL de AuNPs; 4 g/L de surfactante A; 5 g/L de surfactante D;
pH 9 e tinham 20 lavagens. Para além disso, os pré-tratamentos aplicados nos substratos foram
meia-branqueacao para o algodao tingido e lavagem domeéstica para os restantes. As amostras
analisadas na Universidade do Minho foram funcionalizadas por esgotamento a 70 °C durante 10
minutos, com 0,1 mg/mL de AuNPs; 4 g/L de surfactante A; 5 g/L de surfactante D; pH 9 e
tinham 1 lavagem. O substrato de algodao foi pré-tratado com meia branqueacao, o substrato de
algodao tingido foi pré-tratado com lavagem doméstica e os substratos de algoddo/poliéster e

poliéster branqueado foram pré-tratados com plasma atmosférico.

As imagens resultantes da analise SEM mostram que o substrato de algodado foi o que
apresentou maior quantidade e uniformidade de NPs, relativamente aos restantes substratos, tal
como ja era espectavel (Figura 38). Nas restantes amostras, a quantidade de NPs nos substratos
foi inferior, decrescendo de CO tingido para PES, até CO/PES (Figura 40). Na analise EDS foi
detetado, em todos os substratos, ndo sé ouro, proveniente das AuNPs, mas também calcio,
proveniente da apatite. Através das imagens sem AuNPs dos substratos, pode-se evidenciar
também que alguns deles (CO tingido; CO/PES; PES) apresentavam impurezas. Apesar das
amostras destes ensaios ndo serem as mesmas utilizadas no ensaio de absorcao atémica, os
resultados coincidem, pois no ultimo verificou-se que, apos 20 lavagens, o substrato de CO era o
que apresentava maior quantidade de AuNPs, seguido de CO tingido, e os substratos de PES e

CO/PES apresentavam a menor quantidade de AuNPs.
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Sem NPs Com NPs

Figura 38: SEM do substrato de CO com e sem AuNPs; Espetro EDS e analise elementar mapeada.

Sem NPs Com NPs

Ca Au Al Si

EDS Mapping:

Figura 39: SEM do substrato de CO tingido (olive) com e sem AuNPs; Espetro EDS e andlise elementar mapeada.

Sem NPs Com NPs

Figura 40: SEM do substrato de CO/PES com e sem AuNPS; Espetro EDS e analise elementar mapeada.
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Sem NPs Com NPs

Ca Au

EDS Mapping:
-

Figura 41: SEM do substrato de PES com e sem AuNPS; Espetro EDS e analise elementar mapeada.

Ensaios SEM - Universidade do Minho

Os ensaios SEM realizados na Universidade do Minho apresentam algumas discrepancias
relativamente aos anteriores, ndo sé por causa da quantidade de lavagens aplicadas, mas também
porque as nanoparticulas utilizadas neste ensaio correspondem a um baich diferente. Por estes

motivos, os resultados ndo podem ser comparados.

Aqui, o substrato de algoddo tingido parece apresentar maior quantidade e uniformidade de
AuNPs, (Figura 44). Contudo, a analise EDS mostra que ¢é o substrato de CO (Figura 43) o que
apresenta maior quantidade de ouro, seguido do PES (Figura 49) e do CO tingido (Figura 45), o
que pode ser explicado pelas impurezas detetadas tanto na malha de CO tingido sem NPs (Figura
39), como na malha de PES (Figura 41). Os substratos de CO/PES e PES apresentam as AuNPs
mais aglomeradas (Figura 46 e Figura 48). Em termos de quantidade efetiva de AuNPs, os
resultados de EDS mostram alguma correlacdo com os resultados de absorcdo atomica (Tabela
10) dos substratos apos 1 lavagem, no sentido em que as amostras com maior quantidade de

ouro sao o substrato de CO, seguido do PES.
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Figura 43: Espetro EDS do substrato CO.
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Figura 44: SEM do substrato de CO tingido (olive) com AuNPs em diferentes ampliacdes.

Figura 45: Espetro EDS do substrato CO tingido (olive).
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Figura 46: SEM do substrato de CO/PES com AuNPs em diferentes ampliacoes.

Figura 47: Espetro EDS do substrato CO/PES.
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Figura 48: SEM do substrato de PES com AuNPs em diferentes ampliacdes.

Figura 49: Espetro EDS do substrato PES.
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O ensaio da solidez ao suor permitiu entender se, em contacto com o suor humano, 0s
substratos libertavam AuNPs. Deste modo, como a possivel perda de AuNPs podia nao alterar
significativamente a cor das dispersdes dos ensaios da solidez ao suor, optou-se por detetar e

quantificar a presenca de ouro nas mesmas, por meio de absorcéo atémica.

Para o ensaio utilizaram-se os substratos funcionalizados a 70 °C durante 10 minutos com
0,1 mg/mL de AuNPs, 4 g/L surfactante A, 5 g/L surfactante D e ajuste para pH 9. O substrato
de algodao cru sofreu uma meia-branqueacao, o substrato de algodao tingido foi submetido a uma
lavagem doméstica, e os substratos de algoddo/poliéster e poliéster branqueado foram pré-
tratados com plasma atmosférico. Foram analisadas amostras com 1 e 20 lavagens. Durante o
ensaio, retirou-se dispersao para analise de absorcao atémica aos 0, 30, 60 e 240 minutos. Como
ja foi mencionado anteriormente, o equipamento tem um limite de detec&o (LD) equivalente a 0,09
mg/L Au e o limite de quantificacdo (LQ) corresponde a 0,24 mg/L Au. Todos os valores abaixo

do LQ né&o foram quantificados.

Como é possivel observar na Tabela 11, parte das dispersdes apresentaram quantidade tao
baixa de ouro, que o0 equipamento nao conseguiu quantificar. As restantes dispersoes
apresentaram valores bastante proximos ao valor do limite de quantificacdo. Como as dispersdes
analisadas foram retiradas de uma dispersao “méae” onde a concentracao de NPs que saiam do
substrato ia aumentado com o tempo de contacto com os mesmos, era espectavel que, ao fim de
240 min a concentracao de ouro fosse superior a, por exemplo, ao fim de 0 ou 30 minutos. Como
iSSO nao aconteceu em praticamente nenhum substrato, conclui-se que os valores quantificados

podem conter erros de leitura e que a quantidade de ouro libertada é residual.
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Tabela 11: Quantificacdo da perda de AuNPs em dispersdes que simulavam o suor alcalino, ao longo do ensaio da solidez ao suor

Amostra

co

CO tingido (olive)

CO/PES

PES

Lavagens

1 lavagem

20 lavagens

1 lavagem

20 lavagens

1 lavagem

20 lavagens

1 lavagem

20 lavagens

Tempo (min)

30
60
240

30
60
240

30
60
240

30
60
240

30
60
240

30
60
240

30
60
240

30
60
240

<LQ
<LQ
<LQ
<LQ
0,34
<LQ
0,30
0,32
0,36
0,27
0,32
0,39
0,27
<LQ
0,33
<LQ
0,34
<LQ
0,33
0,28
0,33
<LQ
0,29
0,28
0,33
0,37
0,32
<LQ
0,35
<LQ
0,26
0,26

Au (mg/L)
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Os ensaios antimicrobianos, como mencionado anteriormente, foram realizados no Instituto
Jozef Stefan e no 2C2T da Universidade do Minho. No primeiro realizaram-se ensaios qualitativos
e quantitativos aos substratos enquanto, no segundo, realizaram-se apenas ensaios quantitativos.
Os ensaios quantitativos permitiram saber se os substratos apresentavam comportamento

antimicrobiano.

Para os ensaios antimicrobianos realizados pelo JSI foram utilizadas amostras funcionalizadas
com diferentes concentracées de AuNPs: O mg/mL (padrao); 0,06 mg/mL; 0,08 mg/mL; 0,1
mg/mL e 0,3 mg/mL. Todas as amostras sofreram uma lavagem para remover as NPs nao ligadas
a superficie do substrato. Utilizaram-se quatro estirpes de bactérias: duas gram-negativas (£. coli

e P. aeruginosa) e duas gram-positivas (S. epidermidis e B. subtilis).

A analise qualitativa (suscetibilidade das bactérias na presenca dos substratos) foi realizada
nas amostras sem AuNPs (padrao), com 0,06 mg/mL de AuNPs (menor concentracao) e com 0,3

mg/mL de AuNPs (maior concentracao).

No caso das bactérias gram-negativas, verificou-se que em contacto com a amostra sem
nanoparticulas, ambas as estirpes de bactérias conseguiram crescer sem qualquer inibicao, pela
superficie da placa de Petri (Figura 50). Por outro lado, na presenca de AuNPs, concluiu-se que
existe inibicao do crescimento, mesmo na concentracdo mais baixa, para a estirpe £. coli. No caso
da estirpe P. aeruginosa, verificou-se que a inibicao por parte do substrato funcionalizado é inferior,
praticamente nao ocorrendo inibicéo, na presenca da amostra com concentracao mais baixa de

AuNPs.

E de salientar também que em nenhum microrganismo ou concentracdo se verificou a
presenca de halo em torno das amostras, mostrando que a inibicao do crescimento antimicrobiano
ocorreu exclusivamente nas areas em contracto direto com as mesmas, o que vai de encontro ao

mecanismo de inibicao por contacto das nanoparticulas antimicrobianas.
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Susceptibility of E. coll Susceptibility of P. aeruginosa

Téxtil (0 mg/mL) 2 =~ \ Téxtil (0 mg/mL)

Figura 50: Ensaios antimicrobianos segundo a norma AATCC 147: suscetibilidade de bactérias gram-negativas (£. colie P.
aeruginosa) em contacto com substrato de CO funcionalizados com diferentes concentracées de AuNPs (0 mg/mL; 0,3 mg/mL e
0,06 mg/mL). Para cada estirpe e concentracao é mostrada uma fotografia antes da remocédo da amostra em teste (direita) e
depois da remocao da amostra (esquerda), para melhor avaliacdo da area afetada (Instituto Jozef Stefan).

No caso das bactéricas gram-positivas, mais em concreto para B. subtillis, verificou-se que,
em contacto com as trés amostras, inclusive a amostra sem AuNPs, ocorre inibicado de
crescimento, sendo esta total no caso da amostra com maior concentracao de AuNPs. Isto pode
indicar que, para além das AuNPs, o proprio substrato pode inibir o crescimento destes
microrganismos. No caso da estirpe S. epidermidis, o resultado é semelhante, ocorrendo alguma
inibicao do crescimento do microrganismo na presenca do substrato sem AuNPs ou funcionalizado
com a concentracao mais baixa. Por outro lado, o substrato com concentracao mais elevada de

AuNPs impediu eficazmente a formacao de novas colonias (Figura 51).
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Susceptibility of B. subtillis Susceptibility of S. epidermidis

Téxtil (0 mg/mL) = Téxtil (0 mg/mL) S

Figura 51: Ensaios antimicrobianos segundo a norma AATCC 147: suscetibilidade de bactérias gram-negativas (5. subtillise S.

epidermidis) em contacto com substrato de CO funcionalizados com diferentes concentracées de AuNPs (0 mg/mL; 0,3 mg/mL

e 0,06 mg/mL). Para cada estirpe e concentracdo é mostrada uma fotografia antes da remocéo da amostra em teste (direita) e
depois da remocao da amostra (esquerda), para melhor avaliacdo da area afetada (Instituto Jozef Stefan).

Ensailos quantitativos — Instituto JoZef Stefan

Nos ensaios quantitativos realizados no JSI foram realizados diversos ensaios, nao so6 ao
substrato de CO funcionalizado com diferentes concentracdes e em diferentes condicdes, mas
também aos restantes substratos funcionalizados em condicdes étimas. Para estes ensaios, foi
analisada a reducao logaritmica de CFU. Como ja foi referido anteriormente, quanto maior for a
reducdo, mais eficiente & o agente antimicrobiano, sendo que uma reducdo superior a 3 é

considerada alta atividade bactericida e corresponde a 99,9 % de eficéacia.

Numa fase inicial estudou-se o comportamento dos substratos de CO [funcionalizados a 70
°C durante 10 minutos, usando dois surfactantes (4 g/L de Surfactante A e 5 g/L de Surfactante
D) e com ajuste do pH das dispersdes de esgotamento até ~9] com diferentes concentracdes de
AuNPs [0 mg/mL (padrao); 0,06 mg/mL; 0,08 mg/mL; 0,1 mg/mL e 0,3 mg/mL.] na presenca

das mesmas quatro estirpes de bactérias usadas nos ensaios qualitativos. Durante este ensaio, as
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amostras inoculadas para a realizacdo do mesmo foram posteriormente colocadas numa placa de

Petri com agar, e analisou-se o crescimento de UFCs na area circundante das mesmas.

Relativamente a estirpe £. coli verifica-se que o Logl0 inicial correspondia a 5 e, apds 24 horas
de incubacao a 37 °C, o loglO subiu para 9 aproximadamente. A amostra tratada sem AuNPs
apresentou um LoglO préximo ao da bactéria, o que seria espectavel, considerando que neste
substrato ndo estdo presentes nanoparticulas com comportamento antimicrobiano. Das restantes
amostras, a que tinha menor concentracdo de AuNPs foi a que apresentou maior loglO
(aproximadamente 3) e, portanto, menor reducao logaritmica, que ainda assim foi consideravel
(aproximadamente 6). Acima dessa concentracao, os substratos conseguiram inibir o crescimento
de microrganismos e, por esse motivo, o logl0 foi O (ocorrendo uma reducéo logaritmica logl0
de 9) (Figura 52, esquerda). Assim, considera-se que a atividade antibacteriana das AuNPs no
substrato foi eficaz em todas as concentracdes. Na imagem a direita (Figura 52) é possivel
observar também que, apés a lavagem (para a contagem de bactérias realizada para determinacao
da reducao logaritmica), apenas o substrato sem AuNPs mostrou crescimento da bactéria £. coli
quando colocados novamente em meio de crescimento e incubados durante 24 horas, indicando

assim um efeito antimicrobiano dos substratos funcionalizados, para com esta estirpe.

Drop-plating of bacteria washed off from textile Washed textile
(additional 24h at 37°C)

CFU count of E.coli washed
off from textile

LOG10(CFU)
e

Figura 52: Ensaio AATCC 100 aos substratos de CO com diferentes concentracdes de AuNPs para a estirpe £. coli. Esquerda:
contagem dos CFUs através do logaritmo decimal; Meio: Placas de Petri com crescimento de colonias de £. coli apds contacto
com substratos funcionalizados; Direita: Crescimento de £. coliem substratos funcionalizados lavados (Instituto Jozef Stefan).

A segunda estirpe analisada, P. aeruginosa, também gram-negativa, apresentou resultados
dispares relativamente aos anteriores (Figura 53, esquerda), o que podera ser resultado do

crescimento mais acelerado desta estirpe e pelo facto desta, de modo geral, apresentar maior
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resistencia a agentes antimicrobianos. Aqui, o logl0 da bactéria apds 24 h de incubacao a 37 °C
foi aproximadamente 10. O LoglO da amostra sem AuNPs apresentou um valor semelhante, o
que era esperado, considerando que nado havia a presenca de agente antimicrobiano. As amostras
funcionalizadas com 0,06 mg/mL e 0,08 mg/mL de AuNPs apresentaram valores aproximados
de 9,5 e 7, respetivamente, o que corresponde a uma reducao logaritmica de cerca de 0,5 e 3.
As amostras com 0,1 mg/mL e 0,3 mg/mL de AuNPs apresentaram resultados mais favoraveis,
com um logl10 de cerca de 1 e 0, respetivamente, correspondendo a uma reducao logaritmica de
9 e 10. Assim sendo, verifica-se que a atividade antimicrobiana dos substratos para a estirpe ~.
aeruginosa s6 ¢é eficaz para concentracdes acima de 0,08 mg/mL de AuNPs. Também foi
observado crescimento bacteriano em todas as solucdes de lavagem, exceto na solucao da
lavagem do substrato com maior concentracao de AuNPs (Figura 53, meio). Na imagem a direita
(Figura 53) onde ¢ analisado o possivel crescimento da estirpe nos substratos apds a sua lavagem
(para contagem de bactérias realizada para determinacdo da reducdo logaritmica) seguida da
colocacdo dos mesmos em meio de crescimento e incubacéo (sem adicdo de mais bactérias),
observou-se que o Unico substrato que conseguiu inibir eficazmente foi o funcionalizado com maior

concentracdo de AuNPs (0,3 mg/mL).

Drop-plating of bacteria washed off from textile

CFU count of P.aeruginosa
washed off from textile

Washed textile
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Figura 53: Ensaio AATCC 100 aos substratos de CO com diferentes concentracoes de AuNPs para a estirpe P. aeruginosa.
Esquerda: contagem dos CFUs através do logaritmo decimal; Meio: Placas de Petri com crescimento de colonias de .
aeruginosa apos contacto com substratos funcionalizados; Direita: Crescimento de £. aeruginosa em substratos funcionalizados
lavados (Instituto JozZef Stefan).

No caso da estirpe gram-positiva B. subtillis, verifica-se que apos 24 h de incubacao a 37 °C
o0 logl0 aumenta de 5 para aproximadamente 8,5 (Figura 54, esquerda). A amostra sem AuNPs

apresentou, naturalmente, o valor logl0 mais elevado (aproximadamente 7), seguida da amostra
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com a concentracao mais baixa de AuNPs, cujo Logl0 correspondeu a 2, 0 que equivale a uma
reducao logaritmica de 6,5 valores. Nas restantes amostras com concentracdes superiores de
AuNPs néo ha crescimento de colonias de B. subtillis nas placas de Petri e, por esse motivo o
valor de LoglO foi 0. Para além disso, na imagem a direita (Figura 54), verifica-se que houve
crescimento de coldnias apenas nas areas circundantes a amostra funcionalizada sem AuNPs e
com a concentracdo mais baixa, apos lavagem. Nas restantes amostras néo foi detetado qualquer
crescimento. Conclui-se assim que a atividade antimicrobiana das AuNPs ¢ eficaz para esta

estirpe, em qualgquer concentracao.

Drop-plating of bacteria washed off from textile

CFU count of B.subtillis
0= washed off from textile

Washed textile
(additional 24h at 37°C)

LOG10 (CFU)

Figura 54: Ensaio AATCC 100 aos substratos de CO com diferentes concentracdes de AuNPs para a estirpe B. subtillis.
Esquerda: contagem dos CFUs através do logaritmo decimal; Meio: Placas de Petri com crescimento de colonias de 5. subtillis
apods contacto com substratos funcionalizados; Direita: Crescimento de B. subtillis em substratos funcionalizados lavados
(Instituto Jozef Stefan).

No caso da segunda estirpe gram-positiva, S. epidermidis, o valor log10 da bactérica passou
de 5 para 8, apds 24 horas de incubacdo a 37 °C (Figura 55, esquerda). O substrato sem AuNPs
apresentou um valor log10 de aproximadamente 6, o que corresponde a uma reducdo logaritmica
equivalente a 2, confirmando assim o efeito bacteriostatico do téxtil. Na presenca de
nanoparticulas, o valor log10 foi sempre 0, o que indica que 0 agente antimicrobiano foi altamente
eficaz contra esta estirpe. Na imagem a direita (Figura 55 )evidencia-se novamente que apenas o

substrato sem AuNPs apresentou crescimento de UFCs na zona circundante a amostra.
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Drop-plating of bacteria washed off from textile

CFU count of S.epidermidis
101 washed off from textile 3 ; Washed textile
2 | 4 : (additional 24h at 37°C)

LOG10 (CFU)

Figura 55: Ensaio AATCC 100 aos substratos de CO com diferentes concentracdes de AuNPs para a estirpe S. epidermidis.
Esquerda: contagem dos CFUs através do logaritmo decimal; Meio: Placas de Petri com crescimento de colonias de S.
epidermidis apos contacto com substratos funcionalizados; Direita: Crescimento de S. epidermidis em substratos funcionalizados
lavados (Instituto Jozef Stefan).

A cinética do crescimento das diferentes bactérias provenientes das lavagens das amostras
téxteis também foi analisada. Para tal, analisou-se a densidade ¢tica das dispersdes de lavagem
dos substratos inoculados com os microrganismos. Na Figura 56 é possivel analisar os graficos
correspondentes ao crescimento cinético das diferentes bactérias. Como se pode constatar, as
AuNPs apresentam comportamento bactericida relativamente as estirpes £. coli; B. subfillise S.
epidermidis pois em cada um dos graficos, ao longo do tempo, ocorre um aumento da densidade
otica na dispersao contendo apenas o0 microrganismo e na dispersao de lavagem da amostra sem
AuNPs. Nas restantes dispersdes de lavagem a densidade ética é praticamente nula sendo que
apenas na presenca de S. epidermidis ocorre uma ligeira subida da densidade 6tica na dispersao
de lavagem da amostra com menor concentracdo de AuNPs. Por outro lado, no caso da estirpe 7.
aeruginosa, o efeito das AuNPs foi bacteriostatico, pois as dispersdes de lavagem das amostras
com AuNPs acompanharam o comportamento da dispersao com o microrganismo. Isto indica que,
apos deixarem de estar em contacto com o agente antimicrobiano, as bactérias cresceram
naturalmente. Desde modo, conclui-se que as AuNPs nao inviabilizam a estirpe P. aeruginosa,

apenas inibem o seu crescimento.
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Figura 56: Cinética de crescimento das diferentes estirpes de bactérias [£. coli (EC); P. aeruginosa (PAOL); B. subtillis (BS); S.
epidermidis (SE)] (Instituto JoZef Stefan).

Por ultimo foram analisados todos os substratos [funcionalizados a 70 °C durante 10 minutos
com 0,1 mg/mL de AuNPs, 4 g/L surfactante A, 5 g/L surfactante D, ajuste de pH para 9 (ensaio
16)] com 20 lavagens. Os ensaios incluiram também os substratos sem AuNPs que serviram como
padrao. Para este ensaio analisaram-se apenas duas estirpes, uma gram-negativa (£. cof) e uma

gram-positiva (S. epidermidis).

Através da Figura 57 é possivel analisar o comportamento dos diferentes substratos
funcionalizados com e sem AuNPs perante a estirpe gram-negativa £. co/i No canto inferior
esquerdo, & mostrado um grafico onde constam os Logl0 (CFU) dos substratos e da bactéria sem
a presenca de substrato. Todos os substratos mostraram algum efeito bacteriostatico, diminuindo
o crescimento bacteriano quando comparado ao crescimento na auséncia de substrato. Contudo,
o efeito dos substratos com AuNPs é substancialmente superior. Como € possivel analisar ndo so
pelas fotografias das placas de Petri, mas também pelo gréfico, o substrato de CO funcionalizado
é 0 que apresenta maior reducdo logaritmica seguido do substrato de CO tingido (olive). Estes

resultados sado coincidentes com os resultados anteriores da Absorcao Atdmica, que mostram que
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os substratos de CO e CO tingido (olive) eram 0 que apresentavam maior quantidade de ouro apos

20 lavagens.

Os substratos de PES e CO/PES funcionalizados, apesar de terem um efeito bastante inferior,
0 que seria esperado considerando tanto os resultados de absorcdo atdomica como os de SEM-
EDS, ainda apresentam algum efeito antimicrobiano, como uma reducao logaritmica superior a 4,

comparando com o crescimento da bactéria sem téxtil.
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Figura 57: Ensaios AATCC 100 para a estirpe £. colinos diferentes substratos [CO; CO/PES; PES; CO tingido (olive)] com e sem
AuNPs (0,1 mg/mL). Canto inferior esquerdo: crescimento bacteriano da £. co/iem logaritmico para célculo da reducéo
logaritmica. Direita: placas de Petri com CFUs de £. coliapés contacto com substratos funcionalizados com e sem AuNPs

(Instituto Jozef Stefan).

A Figura 58 evidencia o comportamento dos diferentes substratos perante a estirpe S.
epidermidis. No grafico do canto inferior esquerdo constata-se que, inicialmente o log10 aumentou
de aproximadamente 8 para 13, apds incubacao durante 24 h a 37 °C. No substrato de CO
apenas ocorre formacdo de UFCs no substrato sem AuNPs. Deste modo, ocorre uma reducao
logaritmica equivalente a 13 no caso do substrato de CO funcionalizado com AuNPs. Dos restantes
substratos, o que apresenta maior reducao logaritmica é o substrato de CO tingido (olive), seguido
do substrato CO/PES e, por fim PES. O primeiro tem uma reducéo aproximada de 8 logl0, e os
restantes substratos apresentam uma reducao aproximada de 7 e 6 logl0, respetivamente. Assim

sendo, conclui-se que os substratos funcionalizados possuem efeito antibacteriano.
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Figura 58: Ensaios AATCC 100 para a estirpe S. epidermidis nos diferentes substratos [CO; CO/PES; PES; CO tingido (olive)]
com e sem AuNPs (0,1 mg/mL). Canto inferior esquerdo: crescimento bacteriano da S. epidermidis em logaritmico para calculo
da reducéo logaritmica. Direita: placas de Petri com CFUs de S. epidermidis apds contacto com substratos funcionalizados com e

sem AuNPs (Instituto Jozef Stefan).

Ensaios quantitativos antibacterianos — 2C27T (Universidade do Minho)

No centro 2C2T foram realizados ensaios antimicrobianos aos quatro substratos,
funcionalizados 70 °C durante 10 minutos, com diferentes concentracdes de AuNPs (0 mg/mL;
0,1 mg/mL; 0,3 mg/mL), 4 g/L de Surfactante A, 5 g/L de Surfactante D, ajuste de pH da solucao
de esgotamento para 9 e com 1, 10 e 20 lavagens. Para estes ensaios foram utilizadas trés
estirpes de bactérias (duas gram-negativas: £. coli e P. aeruginosa, e uma gram-positiva: S.
epidermidis) e o bacteriofago £. coliMS2. Contrariamente ao estudo realizado no JSI, nesta analise

¢ calculada diretamente a reducao logaritmica.

Os resultados obtidos no centro 2C2T apresentaram algumas discrepancias relativamente

aos obtidos pelo JSI.

A Figura 59 representa o comportamento dos substratos funcionalizados com 0,1 mg/mL de
AuNPs, na presenca de £. coli. Contrariamente aos resultados apresentados anteriormente, nestes

ensaios a reducao logaritmica foi bastantes inferior, situando-se maioritariamente abaixo de 3. O
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substrato de CO, inclusive, apesar de possuir uma reducdo logaritmica ligeiramente superior a 4,

apresenta também um desvio padrao elevado e, por este motivo os valores nao sao satisfatorios.
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Figura 59: Ensaio AATCC 100 - Reducéo logaritmica dos diferentes substratos funcionalizados com (0,1 mg/mL) ou sem AuNPs
(padrao), na presenca de £.col.

De igual forma, os substratos funcionalizados com 0,3 mg/mL de AuNPs apresentaram
baixas reducdes logaritmicas, a excecdo do substrato de CO com uma lavagem, com reducao

logaritmica superior a 7 (Figura 60).
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Figura 60: Ensaio AATCC 100 - Reducéo logaritmica dos diferentes substratos funcionalizados com (0,3 mg/mL) ou sem AuNPs
(padrao), na presenca de £.col.
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No caso da estirpe S. epidermidis, pode-se constatar no grafico da Figura 61 que o substrato
de CO funcionalizado com 0,1 mg/mL é o que apresenta maior reducao logaritmica, em especial
na amostra com apenas uma lavagem. Por outro lado, o substrato de PES, possui reducoes

logaritmicas iguais ou inferiores a 2 e, por esse motivo, a atividade antibacteriana deste substrato

€ praticamente inexistente.
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Figura 61: Ensaio AATCC 100 - Reducéo logaritmica dos diferentes substratos funcionalizados com (0,1 mg/mL) ou sem AuNPs
(padrao), na presenca de S. epidermidis.

No caso dos substratos funcionalizados com maior concentracdo de AuNPs (0,3 mg/mL),
verifica-se que houve um ligeiro aumento da reducdo logaritmica nos substratos de CO tingido,
CO/PES e PES. Por outro lado, contrariamente ao que seria espectavel, a reducéo logaritmica do
substrato de CO reduziu bastante. Por ter uma maior quantidade de AuNPs, era esperado que a

reducao logaritmica fosse igual ou superior, tal como se observou nos ensaios realizados no

instituto JSI.

Pagina | 112



Padrédo
1 lavagem

10 lavagens

20 lavagens

Reducido Logaritmica (UFC)
F-Y
1

Amostra

Figura 62: Ensaio AATCC 100 - Reducéo logaritmica dos diferentes substratos funcionalizados com (0,3 mg/mL) ou sem AuNPs
(padrao), na presenca de S. epidermidis.

Nos ensaios realizados no instituto JSI verificou-se que estirpe P. aeruginosa foi a Unica para
a qual as AuNPs nao apresentaram comportamento bactericida, mas sim bacteriostatico. Deste
modo, era espectavel que os resultados aos ensaios antimicrobianos realizados no centro 2C2T

também nao fossem favoraveis.

As Figuras 63 e 64 mostram alguma falta de uniformidade dos resultados obtidos,
apresentando amostras com mais lavagens e, portanto, com menor quantidade de AuNPs com
reducdes logaritmicas significativamente superiores. Contudo, o substrato de CO tingido (olive)
aparenta alguma concordancia nos resultados, apresentando reducées logaritmicas superiores
aos demais substratos em ambas as concentracdes. Isto pode indicar que algum componente
neste substrato, provavelmente proveniente do tingimento, tem capacidade de inviabilizar esta
estirpe. Por outro lado, o substrato de algodao é o que apresenta, em média, os piores resultados
perante a P. aeruginosa apresentando, inclusive, reducoes logaritmicas inferiores as obtidas nos

ensaios realizados pelo instituto JSI.
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Figura 63: Ensaio AATCC 100 - Reducéo logaritmica dos diferentes substratos funcionalizados com (0,1 mg/mL) ou sem AuNPs
(padrao), na presenca de P. aeruginosa.
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Figura 64: Ensaio AATCC 100 - Reducéo logaritmica dos diferentes substratos funcionalizados com (0,3 mg/mL) ou sem AuNPs
(padrao), na presenca de P. aeruginosa.
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Ensaios quantitativos antiviricos — 2C2T (Universidade do Minho)

0 ensaio ao comportamento antivirico dos substratos foi realizado através da adaptacao das
normas AATCC 100 e ISO 18184. Aqui, em vez de se analisaram UFCs, analisam-se UFPs, pois

a presenca do virus manifesta-se através do efeito citopatico, que origina placas.

Numa fase inicial analisou-se a atividade antivirica de substratos funcionalizados com
diferentes concentracdes de AuNPs, para entender qual a concentracdo minima necessaria de
nanoparticulas para os substratos serem considerados antiviricos. As concentracdes analisadas
foram as mesmas utilizadas nos ensaios antibacterianos: 0 mg/mL; 0,06 mg/mL; 0,8 mg/mL;
0,1 mg/mL; 0,3 mg/mL. Foi ainda testado uma amostra controlo, apenas tratada com meia

branqueacao.

A Figura 65 mostra que, contrariamente ao que se analisou nos ensaios antibacterianos,
apenas a amostra com maior concentracao de AuNPs apresentou comportamento antivirico, com
uma reducdo logaritmica superior a 8. Perante este cenario, verifica-se que a concentracdo minima

de AuNPs necessaria para inviabilizar o virus MS2, ¢ 0,3 mg/mL.

Por outro lado, a Figura 19 mostrou que, na concentracdo 0,08 mg/mL de AuNPs, houve
atividade antibacteriana. Isto pode indicar que: a concentracdo de AuNPs no substrato é de tal
forma inferior e, por esse motivo nao é suficiente para inviabilizar o virus MS2 ou grupos funcionais
das AuNPs que lhes conferem o carater antivirico deixam de estar disponiveis quando as mesmas

estdo no substrato e, por esse motivo, a atividade antivirica é inferior.
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Figura 65: Ensaio norma AATCC 100 adaptada e ISO 18184 adaptada - Reducao logaritmica de substratos CO funcionalizados
com diferentes concentracdes de AuNPs, na presenca do bacteriofago £. coli MS2.

Posteriormente foi analisada a atividade antivirica nos diferentes substratos, com diferentes

concentracdes, antes e apos lavagens.

Na Figura 66 é possivel verificar que, em média, para 0,1 mg/mL de AuNPs todos os
substratos apresentam uma reducdo logaritmica proxima de dois, apos 1 lavagem, o que

representa uma baixa atividade antivirica.

Nos substratos de algoddo (com meia-branqueacao ou tingido), um aumento das lavagens
originou um aumento da reducao logaritmica, o que nao era espectavel pois ao longo das lavagens
ocorre perda de AuNPs e, por isso, a atividade antivirica deveria diminuir. Assim sendo, estes
valores podem ser resultado do produto utilizado nas lavagens. Nos restantes substratos, por outro

lado, a atividade antivirica mantém-se bastante baixa.
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Figura 66: Ensaio norma AATCC 100 adaptada e ISO 18184 adaptada - Reducéao logaritmica dos diferentes substratos
funcionalizados com (0,1 mg/mL) ou sem AuNPs, na presenca do bacteriofago £. coli MS2.

Em contrapartida, na Figura 67 verifica-se que houve um aumento da atividade antivirica do
substrato de CO, através do aumento consideravel da reducao logaritmica que passou de 2 para

4 no caso do substrato com 1 lavagem e de 5 para 7 no substrato com 20 lavagens.

Os restantes substratos, contudo, continuam a apresentar baixa reducao logaritmica, com
valores iguais ou inferiores a 2 e, por esse motivo, considera-se que a atividade antivirica dos

mesmos é baixa.
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Figura 67: Ensaio norma AATCC 100 adaptada e ISO 18184 adaptada - Reducéao logaritmica dos diferentes substratos
funcionalizados com (0,3 mg/mL) ou sem AuNPs, na presenca do bacteriofago £. coli MS2.
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5. Conclusoes e Perspetivas Futuras

O trabalho realizado permitiu estudar a aplicacdgo de AuNPs com propriedades
antimicrobianas em diferentes substratos téxteis, e a otimizacdo do processo, para futuras

aplicacdes em EPIs.

Ao longo do projeto, foram analisadas diversas variaveis que influenciam o processo de
acabamento dos téxteis, entre elas: pré-tratamentos; tipo de processo (esgotamento ou
impregnacao); temperatura; tempo; razdo de banho; produtos auxiliares. O principal objetivo foi
otimizar o processo, incrementando a ligacdo das AuNPs aos substratos para, deste modo, haver
maior solidez das mesmas a agentes mecanicos exteriores. Recorreu-se também ao uso da
metodologia DoE para encontrar, de forma mais rapida e simples, as condicdes ideais do processo

de aplicacao das AuNPs.

Entre os diversos pré-tratamentos estudados, concluiu-se que, para o substrato de CO, a
aplicacao de uma meia branqueacao foi suficiente para aumentar a adsorcdo de AuNPs sendo
que, os restantes pré-tratamentos aplicados neste substrato evidenciaram resultados pouco
satisfatorios. Por outro lado, para o substrato de CO tingido (olive) concluiu-se que, como pré-
tratamento, é apenas necessaria uma lavagem doméstica. Para os substratos de PES e CO/PES

0s resultados foram mais satisfatérios quando estes foram pré-tratados com plasma atmosférico.

Relativamente a funcionalizacdo propriamente dita, os resultados da analise UV-Vis
mostraram que o processo de esgotamento € bastante mais rentavel, relativamente ao processo
de impregnacao, e promove maior adsorcao de AuNPs. A razao de banho adequada é 1:20 pois,
para razdes de banho inferiores o esgotamento ndo ocorre na totalidade. Para além disso, através
da metodologia DoE, concluiu-se que para otimizar o processo, 0 esgotamento deveria ocorrer a
70 °C durante 10 minutos. Um pH de esgotamento mais elevado (proximo de 9) mostrou também

ser mais vantajoso, incrementando a adsorcao das AuNPS.

A adicao de produtos auxiliares também foi estudada e chegou-se a conclusido que, para
otimizar a funcionalizacdo dos substratos, era necessario adicionar dois surfactantes (A e D), pois,
para além de promoverem a adsorcao de AuNPs, diminuiam o manchamento das amostras. Por
outro lado, a aplicacao de crosslinkers nao trouxe qualquer vantagem ao processo, muito
provavelmente por, ao invés de criarem “pontes” de ligacao entre as NPs e o substrato, acabaram

por “obstruir” ocupando grupos funcionais livres.
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Entre os substratos funcionalizados, o que obteve melhores resultados, foi o substrato de CO
com meia-branqueacao. Este mostrou uma maior ligacao de AuNPs, tanto pelos resultados de
refletdncia, como pela analise da Absorcao Atdmica e da analise EDS. De todos os substratos, este
¢ também o que apresenta maior solidez as lavagens. O substrato de PES, apesar de apresentar
uma elevada quantidade de ouro apds 1 lavagem, a quantidade diminui drasticamente apos 20
lavagens. O mesmo acontece com o substrato de CO/PES, ainda que este, aparentemente,
apresente elevada quantidade de AuNPs nas imagens de SEM, é preciso lembrar que, para além
de apresentar impurezas, este substrato apresentou também muito manchamento, e as imagens
SEM podem ser reflexo disso. Por tltimo, o substrato de CO tingido (olive) cuja cor dificultou a sua
analise, espectroscopia UV-Vis, nos ensaios de Absorcdo Atdmica mostrou que, mesmo com baixa
quantidade de ouro apos 1 lavagem, essa quantidade permanece praticamente constante até 20

lavagens, indicando assim uma levada solidez a lavagem.

Relativamente ao ensaio de solidez ao suor, os resultados foram ligeiramente inconclusivos,
havendo, contudo, indicacdes de que a libertacdo de AuNPs com o suor (alcalino) é bastante baixa,
com valores proximos ao valor minimo de detecéo e, por esse motivo, conclui-se que a solidez dos

substratos ao suor é elevada.

Os ensaios antimicrobianos mostraram que as AuNPs, por si s6, apresentam comportamento
antimicrobiano com diferentes estirpes de bactérias e com o bacteriofago MS2. Os ensaios
realizados pelo instituto JSI também evidenciaram o comportamento antibacteriano dos
substratos, salientando-se as propriedades bactericidas perante as estirpes £. coli; S. epidermidis
e B. subtillis, e bacteriostaticas para a estirpe P. aeruginosa. Em contrapartida, os ensaios
antimicrobianos realizados no centro 2C2T da Universidade do Minho apresentaram resultados
dispares, com baixas reducoes logaritmicas e, consequentemente, baixa atividade antimicrobiana

para qualquer uma das estirpes.

E necessario relembrar, contudo, que as AuNPs utilizadas neste projeto encontra-se ainda
em fase de investigacao, tendo-se, por exemplo, verificado diferencas significativas entre os
batches recebidos. Assim, é natural que o seu comportamento nem sempre seja reprodutivel, o
que dificulta bastante a interpretacéo dos resultados obtidos. Numa fase inicial, as AuNPs foram
usadas falcon a falcon, mas devido a nao reprodutibilidade observada em alguns ensaios, juntou-
se as dispersdes de todos os falcons numa unica dispersao, de modo a diminuir as variaveis do

processo, mas ja nao foi possivel repetir todos os ensaios/testes.
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5.5. Perspetivas Futuras

Para além da utilizacdo de NPs sob investigacdo/em desenvolvimento, outra dificuldade

sentida ao longo do projeto foi a elevada quantidade de variaveis a analisar para otimizar o

processo. Adicionalmente, os ensaios antimicrobianos realizados no centro 2C2T da Universidade

do Minho também se mostraram desafiadores, devido ao comportamento imprevisivel de algumas

bactérias, em especial da P. aeruginosa. De salientar que o laboratério de microbiologia é um

ambiente delicado, onde um mau manuseamento do material pode facilmente conduzir a erros

nos resultados obtidos.

Assim sendo, e considerando que devido as limitacdes temporais nao foi possivel realizar

novos ensaios, sao apresentadas algumas propostas de tarefas para continuidade deste trabalho:

>

Novo estudo da diminuicao da razédo de banho, em condicdes 6timas de tempo e
temperatura;

Utilizacao de ultrassons durante o processo para promover a dispersao de AuNPs
nas dispersoes de esgotamento e eventualmente nas de impregnacao;

Estudo da aplicacdo de novos crosslinkers nos diferentes substratos;

Investigacdo e aplicacdo de novos meétodos para diminuir o manchamento e
aumentar a solidez dos substratos;

Realizacao de novos ensaios antimicrobianos em novas amostras;

Realizacdo do ensaio da Absorcdo Atomica numa dispersdo de esgotamento com 0,1
mg/mL de AuNPs, para analisar o rendimento do esgotamento;

Estudar a degradacdo das AuNPs ao longo do tempo, que podera ter influenciado de
forma negativa os resultados dos ensaios antimicrobianos;

Avaliar a toxicidade das AuNPs e se a mesma é modificada na presenca de produtos
auxiliares de esgotamento/impregnacao;

Analisar se a alteracao do pH e a adicao de produtos auxiliares modifica as AuNPs

de forma a afetar os resultados obtidos nas analises da refletancia.
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