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RESUMO 

 

Os têxteis há tempos são reconhecidos por serem suscetíveis ao ataque de 
microrganismos. Esses ataques são considerados inconvenientes pois resulta em 
perda de resistência, odores e problemas de saúde aos usuários. Dessa forma, 
acabamentos do tipo antimicrobiano surgem como produtos para proteção dos têxteis 
a esses ataques. O presente trabalho teve como objetivo a comparação de métodos 
de avaliação antimicrobiana, uma vez que os testes do tipo quantitativo podem ter um 
elevado número de experimentos. propondo, uma nova abordagem para avaliação, 
visando redução de custo e tempo neste procedimento. Para tal, um tecido de malha 
com composição 100% PES, funcionalizado com estrutura metal-orgânica, foi utilizado 
para o estudo. O tecido foi avaliado quantitativamente, por meio de adaptação da 
norma ASTM E2149-13. Então, um método de leitura indireta, visual e mais rápido, foi 
desenvolvido elaborando uma curva de crescimento de bactérias por avaliação 
espectrofotométrica a fim de determinar uma curva padrão de crescimento de bactéria 
E. coli ATCC® 25922TM  e uma equação que relacione cor (devido a utilização do 
corante indicador Resazurina) com a concentração de UFC mL-1 de um experimento 
com têxteis com potenciais antimicrobianos e comparar com a metodologia 
quantitativa. Como resultado do presente trabalho foi possível propor um método 
intermediário para testes quantitativos que seleciona amostras que se mostrem 
viáveis, de forma visual e simplificada pelo método, reduzindo tempo e custo de 
análise antimicrobiana quantitativa. 

 

 Palavras chave: Texteis antimicrobianos. Bactéria. Espectrofotometro. Quantitativo. 

  



 
 

 

   

ABSTRACT 

 

Textiles have long been recognized for being susceptible to attack by microorganisms. 
These attacks are considered inconvenient as it results in loss of resistance, odors and 
health problems for users. Thus, antimicrobial finishes appear as products to protect 
textiles from these attacks. The present work aimed to compare methods of 
antimicrobial evaluation, since quantitative tests can have a high number of 
experiments. proposing, a new approach for evaluation, aiming at cost and time 
reduction in this procedure. For this purpose, a mesh fabric with 100% PES 
composition, functionalized with a metal-organic structure, was used for the study. The 
tissue was evaluated quantitatively, through adaptation of the ASTM E2149-13 
standard. Then, a method of indirect, visual and faster reading, was developed by 
elaborating a bacterial growth curve by spectrophotometric evaluation in order to 
determine a standard growth curve for E. coli ATCC® 25922TM bacteria and an 
equation that relates color (due to the use of the indicator dye Resazurina) with the 
concentration of CFU mL-1 from an experiment with textiles with potential antimicrobials 
and compare with the quantitative methodology. As a result of the present work, it was 
possible to propose an intermediate method for quantitative tests that selects samples 
that prove viable, in a visual way and simplified by the method, reducing the time and 
cost of quantitative antimicrobial analysis. 

 

 

Keywords: Antimicrobial textiles. Bacterium. Spectrophotometer. Quantitative. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O consumo de matérias têxteis é expressivo no Brasil e no mundo. Segundo 

a Associação Brasileira da Indústria Têxtil (ABIT, 2020), a indústria têxtil brasileira é 

responsável pela produção de cerca de 1,3 milhões de toneladas anuais em média e 

a segunda maior geradora de emprego no cenário nacional. Os materiais têxteis, além 

do vestuário comum, são muito usados como equipamentos de proteção individual, 

incluindo os materiais avançados, estes estão em crescimento constante de demanda 

nas últimas décadas devido aos objetivos de redução de riscos, garantia de saúde, 

segurança e proteção (MAO, 2019).  

Os têxteis há tempos são reconhecidos por serem suscetíveis ao ataque de 

microrganismos, isso se deve a fonte de umidade, energia e nutrientes, essenciais 

para o seu crescimento e encontrados em abundância nestes materiais (GAO; 

CRANSTON, 2008). Estes ataques são considerados inconvenientes pois resultam 

em perda de resistência, diminuição de alongamento, descoloração e alterações no 

aspecto do material, além de odores (ESTEVES, 2009; TEUFEL et al., 2010). Ainda, 

o contato com microrganismos pode gerar problemas de saúde, uma vez que este 

contato pode ser responsável por gerar doenças e alergias (MATOS, 2014). 

Dessa forma, os acabamentos do tipo antimicrobiano surgem como produtos 

para controle de saúde e higiene com o objetivo de evitar infecções e contaminações 

(principalmente em ambientes hospitalares), além de proteger os têxteis de ataques 

dos microrganismos, e se tornam um importante segmento no mercado. Contudo, 

acabamentos também podem ser prejudiciais a algumas espécies vivas importantes, 

como os humanos, e um dos requisitos é que este não cause malefícios a flora 

presente de bactérias não patogênicas na pele, uma vez que são importantes para a 

saúde (ESTEVES, 2009; PURWAR, 2019; UDDIN, 2014). 

Ainda, com o surgimento do novo corona vírus, causador da síndrome 

respiratória aguda (SARS)-CoV-2, com alta taxa de transmissibilidade, o mundo 

enfrenta uma pandemia severa. Fica evidente a necessidade de diminuir a 

transmissão do vírus com quarentena, isolamento de contato, higiene das mãos e uso 

de máscaras (LAYNE et al., 2020). A utilização de máscaras reduz a transmissão 

aérea, partículas infecciosas de aerossol poder ser liberadas durante a respiração e a 

fala por indivíduos infectados assintomáticos. Quando nenhum mascaramento é 



11 
 

 

   

utilizado a exposição é maximizada, todavia o mascaramento universal diminui a 

exposição ao vírus (PRATHER; WANG; SCHOOLEY, 2020). 

Com o aumento drástico da utilização de máscaras faciais em todo o globo, 

houve escassez de equipamentos de proteção individual (EPI). Esta escassez 

ameaça à segurança de quem trabalha na linha de frente ao combate da pandemia e 

levou equipes médica a reutilizar máscaras que podem ter sido contaminadas durante 

os tratamentos. O desenvolvimento de EPI’s reutilizáveis com aplicação de 

substâncias antivirais poderia diminuir o risco de transmissão secundária e sanar o 

problema da escassez. Certos metais mostram efeito antiviral e especificamente a do 

cobre é bem conhecida, uma vez que os cátions de cobre capturam prontamente 

bactérias e vírus com carga negativa e esta atividade impede a replicação viral e as 

funções de infecção (JUNG et al., 2021). 

A regulação de têxteis com propriedades antimicrobianas se dá pelo uso de 

normas internacionais, das quais estudam e comprovam o nível de atividade presente 

nos materiais, sendo que os procedimentos experimentais atuam em uma esfera 

qualitativa e quantitativa. O presente trabalho tem como objetivo avaliar um têxtil com 

propriedades antimicrobianas, de acordo com a norma estabelecida e propor uma 

nova abordagem minimamente confiável, visando a redução de custo e tempo das 

avaliações. 

 

1.1 Objetivos 

 

1.1.1 Objetivo Geral 

 

Efetuar um estudo comparativo entre os procedimentos para a determinação 

de propriedades antimicrobianas em têxteis a fim de propor uma nova abordagem 

otimizada quantitativamente e capaz de reduzir o tempo e custo de análise da 

atividade antimicrobiana em têxteis. 

 

1.1.2 Objetivos específicos 

 

• Avaliar quantitativamente as propriedades dos têxteis conforme norma 

técnicas; 
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• Efetuar a construção de curva de crescimento dos microrganismos pelo 

método de espectrofotometria; 

• Efetuar a análise comparativa de têxteis com acabamentos 

antimicrobianos e têxteis sem acabamentos com o novo método; 

• Propor uma nova abordagem de testes. 

 

1.2 Justificativa 

 

Os testes com propriedades antimicrobianas devem confirmar sua atividade, 

para tal, necessitam seguir protocolos experimentais que comprovem sua ação. O 

caminho natural se inicia por uma comprovação qualitativa, um método baseado em 

normas para qualificar quais microrganismos são suscetíveis à ação do acabamento. 

Todavia, as análises podem prosseguir para um estudo maior, como por exemplo a 

determinação de comportamento bactericida e bacteriostático, obtidos por um teste 

quantitativo. Neste caso, a complexidade do protocolo torna um estudo de prazo e 

ônus diferenciados. 

O presente trabalho tem como motivação efetuar um estudo que proporcione 

uma análise intermediária entre os protocolos existentes, no intuito de confirmar a 

tendência de comportamento antimicrobiano em amostras de uma forma rápida, 

reduzindo significativamente o número de análises quantitativas a serem realizadas 

posteriormente e, por consequência, reduzindo tempo de análise e custo.    
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Bactérias 

 

Os microrganismos são definidos como seres microscópios, individualmente 

e invisíveis a olho nu. São dotados de maior diversidade biológica conhecida 

(morfológica, fisiológica e ecológica), apresentam variadas formas celulares e ainda 

são metabolicamente capazes de efetuar todos os tipos de reações bioquímicas 

conhecidas, sendo encontrados em praticamente todos os ambientes. São capazes 

de crescerem e se reproduzirem, suas estruturas são organizadas e possuem DNA 

(ácido desoxirribonucleico). Ainda, são divididos em grupos conhecidos como: os 

vírus, as bactérias, as arqueas, as algas, os protozoários e os fungos (VERMELHO et 

al., 2006). 

Estes mesmos autores, Vermelho et al. (2006), consideram que os 

microrganismos podem ser classificados em procariotos e em eucariotos de acordo 

com a organização celular e estrutural. Os procariotos são células sem núcleo com 

membrana, enquanto os eucariontes são células com núcleo com membrana.  A 

membrana da superfície celular, ou membrana plasmática, é o que regula o 

movimento de materiais para dentro e fora da célula e auxilia nos sinais elétricos entre 

células, além de definir o limite da célula, é de importância extrema pois sem essas 

membranas a vida não poderia existir (BOLSOVER et al., 2004). Essas membranas 

possuem em sua composição fosfolipídios saturados, esfingolipídios, glicolipídios, 

colesterol, proteínas lipidadas e proteínas ancoradas a glicosilfosfatidilinositol 

(SEZGIN et al., 2017). 

As bactérias são classificadas em microrganismos procarióticos, em que 

fazem parte também deste grupo as denominadas arqueas, onde a diferença se dá 

pela composição de lipídios e organização da parede celular. Esses microrganismos 

procarióticos possuem geralmente um tamanho menor que 5 µm de diâmetro e a 

divisão celular usualmente acontece por fissão binária (BERTRAND et al., 2018). As 

principais morfologias celulares das bactérias são apresentadas na Figura 1. Quando 

sua morfologia é esférica ou ovalada, denomina-se coco, para a forma cilíndrica se dá 

o nome de bastonete ou bacilo, quando um bacilo apresenta formas espiraladas estes 

são chamados de espirilos (MADIGAN et al., 2016). 
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Figura 1 - Diferentes formas encontradas em bactérias 

 

Fonte: Adaptado de Vermelho et al. (2006) 

 

As espécies de bactérias são divididas em dois grandes grupos principais: os 

denominados gram-positivos e gram-negativos. As diferenças na estrutura da parede 

celular é o que determina a diferenciação entre esses grupos, as bactérias do tipo 

gram-negativas possuem a parede celular e uma membrana externa ,enquanto nas 

gram-positivas há somente uma parede espessa (MADIGAN et al., 2016). A Figura 2 

apresenta, de forma simplificada, a estrutura celular das bactérias e aponta a 

diferença entre as paredes externas de gram-positivas e gram-negativas, esta última 

à direita da figura.  



15 
 

 

   

Figura 2 - Estrutura morfológica da célula bacteriana, parede da célula gram-positiva 
representada à esquerda e gram-negativa à direita 

 

Fonte: Adaptado de Kayser et. al. (2005) 

 

2.2 Crescimento Microbianos em Têxteis 

 

A cultura de microrganismos refere-se ao mecanismo de propagação destes 

por meio do fornecimento de condições ambientais apropriadas para que o processo 

ocorra. Os microrganismos necessitam de todos os elementos que compõem sua 

matéria orgânica para que o crescimento possa ocorrer. Nutrientes contendo esses 

elementos são chamados de meio de cultura e classificados de acordo com as fontes 

de carbono, nitrogênio, enxofre, fósforo e minerais. Outros fatores necessários para o 

crescimento desses organismos são o pH e temperatura, sendo que a maioria dos 

microrganismos possui uma faixa estreita de pH ideal para crescimento assim como 

as faixas de temperatura, ou seja, variam substancialmente de acordo com diferentes 

espécies (BROOKS et al., 2013). 

Os têxteis há muito são reconhecidos por darem suporte ao crescimento de 

microrganismos tais como bactérias e fungos, uma vez que atendem os requisitos 

acima descritos, favorecendo então sua proliferação. As fibras sintéticas possuem 

resistência maior ao ataque dos microrganismos, em sua maioria, devido ao caráter 

mais hidrofóbico destas em relação às fibras de origem natural. Os carboidratos 
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presentes no algodão e as proteínas existentes nas fibras queratínicas podem agir 

como fontes de energia e nutrientes em determinadas condições, assim como poeira 

e suor (GAO; CRANSTON, 2008). 

A estrutura porosa e hidrofílica das fibras naturais, como o algodão, linho e lã, 

retém água e oxigênio fazendo com que se tornem fonte alimentar dos 

microrganismos e sejam mais susceptíveis a ataques microbianos. Por mais que fibras 

celulósicas não são fonte alimentar direta dos microrganismos, alguns fungos e 

bactérias podem segregar enzimas e converter a celulose, por hidrólise, em glicose, 

diminuindo então o grau de polimerização das fibras (PURWAR et al., 2004). Já as 

fibras sintéticas, por mais que sejam hidrofóbicas (em relação às fibras naturais), não 

são totalmente livres desses ataques. Os inconvenientes da proliferação dos 

microrganismos são bastante consideráveis, tais como: perda de resistência, 

diminuição de alongamento, descoloração e alterações no aspecto (ESTEVES, 2009). 

Um dos maiores problemas em relação ao crescimento microbiano em 

estruturas têxteis, devido a umidade, é a manifestação de odores (TEUFEL et al., 

2010). Além deste inconveniente, o contato com microrganismos pode gerar doenças 

e alergias, ou seja, são muitos os desconfortos e inconvenientes que a simples 

utilização de têxteis podem causar aos seus usuários. Outro problema são infecções 

em hospitais devido a condição de pacientes com feridas na pele, essas feridas 

servem de locais ideais para crescimento microbiano, uma vez que exalam fluidos 

combinados à temperatura do corpo e ricos componentes de nutrição (QIN, 2019). 

Dessa forma, pacientes adquirem novas doenças em ambientes hospitalares, 

agravando o quadro hospitalar e nos piores casos, podem levar até a morte (QIN, 

2019). O Serviço de Controle de Infecção Hospitalar evidencia que um dos maiores 

problemas em ambientes hospitalares é a infecção hospitalar, adquirida por pacientes 

após sua internação, provocadas pela proliferação de microrganismos patogênicos, 

para controle desses problemas medidas de higienização devem ser utilizadas. Uma 

forma de evitar ou reduzir esses problemas é a utilização de têxteis antimicrobianos, 

favorecendo então maior higiene, bem-estar e saúde para os utilizadores, além de 

proteger e aumentar a vida útil dos têxteis  (MATOS, 2014). 
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2.3  Têxteis Antimicrobianos 

 

Com a evidência de atividade microbiana nos têxteis e com o intuito de 

combater a proliferação e impedir a degradação desses materiais, torna-se 

interessante que haja um acabamento antimicrobiano nos substratos têxteis (RELVA, 

2012). O termo antimicrobiano é utilizado para se referir a um vasto conjunto de 

tecnologias que podem disponibilizar diferentes níveis de defesa para produtos contra 

os microrganismos. Os antimicrobianos diferem em sua natureza química, mecanismo 

de ação, impacto nos usuários e no meio ambiente, durabilidade nos diferentes tipos 

de substratos, custos e como é a interação com os microrganismos (MONTICELLO; 

WHITE; VANDENDAELE, 2002).  Para os autores Pelczar, Chan e Krieg (1993), um 

agente antimicrobiano é aquele que mata ou inibe o crescimento de microrganismos. 

Agentes bactericida são aqueles que matam as bactérias, similar aos termos 

fungicida, viricida, esporicida que se referem a agentes que matam fungos, vírus e 

esporos, respectivamente. Já os agentes que impedem o crescimento das bactérias, 

mas não são necessariamente letais, são denominados agentes bacteriostáticos. Uma 

forma de avaliar esse efeito, é pela concentração mínima inibitória (CMI), definida 

como a menor concentração de um determinado agente antimicrobiano que inibe o 

crescimento visível de microrganismos  (PELCZAR, CHAN E KRIEG,1993). 

A menor concentração de agentes antimicrobianos que impede o crescimento 

de microrganismos é chamado de concentração mínima letal (CML), ou seja, aquela 

concentração mínima que não somente inibe o crescimento como também mata os 

microrganismos presentes no meio (PELCZAR; CHAN; KRIEG, 1993). As aplicações 

principais em têxteis onde o uso de agentes antimicrobianos se torna interessantes 

são: vestuários esportivos, meias, forro de calçados, lingerie, filtros de ar, têxteis 

automotivos, móveis domésticos, tecidos médicos, tecidos antigos presentes em 

museus entre outros. Um acabamento considerado duradouro deve ser um meio 

eficaz com poder de controlar microrganismos em têxteis (PURWAR, 2019). 

  



18 
 

 

   

Purwar (2019) estabelece que um tecido ideal antimicrobiano deve cumprir os 

seguintes requisitos: 

• Deve ser eficaz contra um amplo espectro de espécies bacterianas e fúngicas; 

• Deve propiciar baixa toxicidade aos consumidores, ou seja, não causar alergia 

ou irritação aos utilizadores; 

• Deve atender aos padrões dos testes de compatibilidade (citotoxicidade, 

irritação e sensibilização) antes de serem comercializados; 

• Não deve matar a flora presente de bactérias não patogênicas na pele do 

utilizador, uma vez que são importantes para a saúde da pele, pois reduzem o 

pH da superfície da pele produzindo antibióticos e assim criando um ambiente 

desfavorável para crescimento de bactérias patogênicas; 

• O acabamento deve ser duradouro para lavagem, limpeza a seco e prensagem 

a quente. 

Ainda, os agentes antimicrobianos, dependendo da forma de ação, podem ser 

divididos em duas categorias: por contato ou por difusão. Os agentes por contato 

inibem microrganismos apenas na superfície do tecido enquanto por difusão esses 

são liberados lentamente até a superfície das fibras, ou seja, liberação controlada 

(RISTÍC et al., 2011). A maneira como os agentes antimicrobianos inibem ou matam 

os microrganismos está relacionada com os danos da parede celular, alteração da 

permeabilidade da membrana celular, desnaturação de proteínas, inibição de 

atividades enzimática ou a inibição da síntese lipídica, uma vez que a sobrevivência 

ou crescimento de desses organismos depende da integridade da célula (PURWAR, 

2019). 

 

 

2.4  Métodos de averiguação do crescimento microbiano 

 

Uma vez que os têxteis são suscetíveis aos ataques de microrganismos, 

fazendo-se até do uso de tratamentos que atuem contra o ataque, são necessários 

métodos de averiguação quanto ao ataque e comportamento do têxtil. Desta forma, é 

possível aplicar métodos qualitativos e quantitativos na determinação do crescimento 

de uma população microbiana por meio de diferentes métodos. 
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O método do tipo qualitativo, também conhecido por método de disco-difusão, 

foi idealizado por Bauer et al. (1966) e se caracteriza por ser prático, barato e pouco 

complexo, deste modo se tornou um dos testes mais utilizados no Brasil em 

laboratórios de microbiologia. O mecanismo de avaliação se dá pela difusão do 

material analisado em ágar, assim um halo é formado em volta da amostra, onde a 

concentração mínima inibitória (CMI) é inversamente proporcional ao diâmetro do 

halo. O resultado deste método é somente qualitativo e classifica as bactérias como 

suscetível, intermediária ou resistente ao antimicrobiano analisado (SEJAS et al., 

2003). Dessa forma uma avaliação do tipo quantitativa se torna interessante para 

melhor avaliação dos agentes antimicrobianos. 

Existem vários testes do tipo quantitativo, como a determinação da quantidade 

de células ou pela massa total delas, uma vez que é diretamente proporcional ao 

número de células. Para contagem de populações bacterianas, que são muito 

grandes, são utilizadas pequenas amostras e estimadas por meio de cálculos 

matemáticos. Uma das técnicas mais utilizadas para quantificação de população 

bacteriana é o método de contagem de placa. Este método considera que uma colônia 

é originada de um grumo ou cadeia de bactérias, assim o resultado é expresso em 

unidades formadoras de colônias (UFC) (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005). 

Para Tortora, Funke e Case (2005), para o sucesso na realização deste 

método, é substancial que somente um número limitado de colônias cresça na placa 

analisada, uma vez que há uma saturação quando há um número elevado de colônias 

e isto impede algumas colônias de crescerem, o que resulta em uma contagem 

incorreta. A convenção do Food and Drug Admnistration determina que a contagem 

de colônias nas placas deve ser realizada em placas que possuam de 25 a 250 

colônias. Para obtenção de placas que contenham um número de colônias na faixa 

determinada pela convenção, faz-se necessário a utilização do método de diluição 

seriada. Este método é esquematizado na Figura 3. 
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Figura 3 - Contagem em placa e diluição seriada 

 

Fonte: Adaptado de Tortora, Funke e Case (2005) 

 

Uma outra técnica amplamente utilizada na microbiologia para determinação 

do número de bactérias é o de espectrofotometria, este é classificado como um 

método indireto pois em alguns casos não há necessidade da contagem de células 

microbianas para determinação de seu número. Neste caso o espectrofotômetro 

transmite um feixe de luz através da suspensão bacteriana. Conforme as células 

presentes em um meio crescem, maior é a quantidade de luz dispersa, o que resulta 

em uma suspensão mais turva. A turbidez é quantificada na unidade correspondente 

a densidade óptica (DO) em um detector fotossensível (MADIGAN et al., 2016; 

TORTORA; FUNKE; CASE, 2005). 

Dessa forma, é possível relacionar um crescimento microbiano com a leitura 

no espectrofotômetro de uma solução chamada de branco, sem cultura bacteriana, 

com uma solução contendo as bactérias e observar sua densidade óptica. A 

densidade óptica, também chamada de absorbância, é uma expressão logarítmica 

derivada da porcentagem de transmissão, sendo que esta porcentagem é aferida na 

escala do detector fotossensível do aparelho. Na Figura 4 é exemplificado o 

mecanismo de leituras de suspensão bacteriana, em que a quantidade de luz que 

atravessa o detector no espectrofotômetro é inversamente proporcional ao número de 

bactérias, ou seja, conforme a quantidade de luz que é transmitida é menor, a 
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quantidade de bactérias é maior (MADIGAN et al., 2016; TORTORA; FUNKE; CASE, 

2005). 

Figura 4 - Mecanismo de determinação do número de bactérias utilizando espectrofotometria 

Fonte: Adaptado de Tortora, Funke e Case (2005) 

 

Para avaliação de atividade antibacteriana em têxteis, tanto em bactérias 

gram-positivas como gram-negativas, existem normas estabelecidas pela American 

Association of Textile Chemists and Colorists (AATCC) e American Society for Testing 

and Materials (ASTM) com os devidos procedimento para as verificações. Os métodos 

mais empregados são o AATCC Test Method 100-2004 e ASTM E2149-13, que 

fornecem um procedimento quantitativo para avaliação do grau de atividade 

antibacteriana em substratos têxteis com acabamento antibacterianos, e o AATCC 

Test Method 147-2011, que se caracteriza como um teste qualitativo em que o objetivo 

é detectar atividade bacteriostática nos materiais têxteis. Um teste geralmente 

complementa o outro para comprovação de eficácia em têxteis antimicrobianos. 

Outa maneira de avaliar o crescimento microbiano é utilizando corantes 

indicadores em soluções microbianas. Corantes indicadores podem ser utilizados para 

determinação de crescimento microbianos, pois estes corantes podem detectar 
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mudanças de pH ou potencial redutor (ALI-VEHMAS; LOUHI;  SANDHOLM, 1991; 

BORRA et al., 2009; ELSHIKH et al., 2016). 

A resazurina é um dos corantes redutíveis mais utilizados para visualização 

de cultura bacteriana pela sua baixa toxicidade. Este corante possui coloração azul 

em sua forma oxidada e rosa em sua forma reduzida (resorufina). Seu mecanismo  

funciona da seguinte maneira: o crescimento da cultura microbiana possui 

propriedade redutora, em contato com a resazurina, quando há crescimento 

microbiano, o corante é reduzido (resorufina) e a coloração visível é o rosa 

fluorescente (ALI-VEHMAS; LOUHI;  SANDHOLM, 1991; PATIL et al., 2014). 

Assim, o presente estudo relaciona os testes aplicados de acordo com as 

normas e métodos descritos nesse referencial e propoe um novo modelo capaz de 

selecionar amostras que possuam potencial de redução microbiana, reduzindo tempo 

de análise e custo. 
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3 METODOLOGIA 

 

3.1 Materiais 

 

Para o presente estudo, foi utilizado como substrato têxtil tecido de malha 

dupla frontura, gramatura de 134 g/m2, 15 colunas e 19 carreiras, 100% poliéster. A 

amostra foi funcionalizada com uma estrutura metal-orgânica, contendo cobre em sua 

composição, sendo que esta funcionalização concede propriedade antimicrobiana ao 

têxtil conforme estudos científicos utilizando a estrutura (SHEN et al., 2020). 

Para o crescimento microbiano em caldo, o Trypticase Soy Broth (Kasvi) foi 

utilizado, conforme indicação da ASTM E2149-13. Este é um meio de cultura de soja 

líquido nutritivo de uso geral para cultivo de microrganismos. Já para o cultivo das 

colônias em placas petri, o ágar MacConkey (Kasvi) foi utilizado. 

Uma solução tampão fosfato-salina foi preparada para utilização nos testes 

com a seguinte composição: 1 mL de solução 0,25 M de Fosfato de Potássio (Synth) 

em 800 mL de água destilada. Também foi utilizada uma solução 5% do corante 

Resazurina (Êxodo Científica) nos ensaios. 

 

3.2 Métodos 

 

3.2.2 Teste Quantitativo 

 

O substrato funcionalizado foi avaliado mediante a utilização da bactéria E. 

coli ATCC® 25922TM. Para a preparação da suspensão de microrganismos na 

concentração correta de UFC’s, foi utilizada no teste, uma adaptação da norma ASTM 

E2149-13. Esta norma traz uma metodologia padrão para determinação de atividade 

antimicrobiana de agentes antimicrobianos em condições de contato dinâmico e nela 

é especificado que no comprimento de onda 475 nm a absorção de 0,28 ± 0,02 de 

uma diluição de cultura de Escherichia coli possui uma concentração de 1,5 – 3,0 x 

108 UFC mL-1. 

A amostra foi avaliada quantitativamente, para tal, o tecido funcionalizado foi 

inserido em erlenmeyer contendo 50 mL da solução tampão fosfato-salina com a 

suspensão de microrganismos previamente contados de acordo com a especificação 

da norma. Os frascos foram incubados por 1 hora em shaker a temperatura de 37 ºC 
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e após esse tempo 100 µL de cada erlenmeyer foi adicionado em eppendorfs 

contendo 0,9 mL de solução tampão fosfato-salina e feitos 5 diluições consecutivas, 

de um eppendorf ao próximo, sempre misturados em agitador de tubos após cada 

diluição. Em seguida 100 µL de cada eppendorf foi espalhado em placas petri 

previamente preparadas com meio MacConkey, sendo este seletivo para E. coli, e 

incubadas por um período de 24 horas a 37 ºC. O processo é esquematizado na Figura 

5. 

 

Figura 5 - Processo de diluição e emplacamento da solução bacteriana 

 

Fonte: Autoria própria (2021) 

 

O ágar MacConkey é utilizado para o cultivo de bactérias gram negativas. 

Funciona como um meio indicativo, uma vez que possui combinação de sais biliares 

e o cristal violeta, essa combinação inibe o crescimento de microrganismos gram 

positivos. Utilizar o meio MacConkey torna testes mais fáceis de serem visualizados, 

uma vez que as bactérias gram-negativas produzem colônias de coloração rosa neste 

meio, sendo essa uma grande vantagem na sua utilização (LABORCLIN, 2019). 

Os resultados expressos como unidades formadoras de colônias CFU/mL,  

adaptado do método de ensaio  ASTM E2149-13. A redução do crescimento 

microbiano (R) será determinada de acordo com as seguintes equações: 
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𝑅 =  

(𝐵 − 𝐴)

𝐵
∗ 100 

(1) 

 

 Log10 Redução Bacteriana = Log10(B) - Log10(A) (2) 

 

Em que indica o número de UFCs que sobreviveram após o tempo de cultivo 

(24h) e B o número de UFCs no contato inicial com as amostras (0h). Como resultado 

consideraram-se as médias de valores obtidos para as amostras de cada variável com 

contagem de acordo com o método de contagem de placas de agar. 

 

3.2.3 Construção de curva de crescimento de E. coli ATCC® 25922TM por meio de 

avaliação indereta por espectrofotômetria quantitativamente aceitável 

 

Foi elaborada uma curva de crescimento de microrganismos E. coli ATCC® 

25922TM separados, inoculados e previamente contados (1,5 – 3,0 x 108 UFC mL-1) 

conforme a norma ASTM E2149-13 indica, 50 mL da solução tampão fosfato-salina, e 

50 µL de solução de corante Resazurina. A curva foi feita com avaliação por 

espectrofotometria, onde foram efetuadas 5 leituras com os seguintes tempos: 0, 1, 2, 

4 e 6 horas entre inoculação e leitura no espectrofotômetro.  

O teste foi realizado em espectrofotômetro UV-VIS para identificar a absorção. 

A faixa de leitura de 400 a 700 nm e a solução ficou sob agitação e a 37ºC entre as 

leituras em incubação. Então, uma curva relacionando a absorção em cada tempo foi 

construída e com essa curva, foi determinada uma equação  relacionando os 

diferentes tempos e absorções ao comprimento de onda 572 nm (pico da cor rosa, 

que relaciona o corante resazurina ao crescimento de bactérias). 

Em cada ponto de leitura foram efetuados a incubação em placas de petri 

contendo meio ágar MacConkey e feitas as diluições de acordo com o método 

quantitativo (Figura 5) para a contagem posterior de unidades formadoras de colônias. 

Essas placas ficaram em incubação a 37 ºC por 24 horas e após as contagens de 

UFC’s foram realizadas. Esse teste foi feito em triplicata. Então, uma última relação 

entre os diferentes tempos, valor de absorção obtidos no espectrofotômetro e 

quantidade de colônias nas placas foi efetuada. 
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3.2.3 Utilização e validação da curva de crescimento de crescimento de E. coli 

ATCC® 25922TM por meio de avaliação indireta por espectrofotometria utilizando 

tecido funcionalizado com estrutura metal-orgânica  

 

Para o teste com o tecido funcionalizado, a mesma metodologia foi 

empregada, porém com a adição do tecido funcionalizado de medidas 2,5 x 2,5 cm no 

frasco contendo a suspensão de microrganismos E. coli na concentração de 1,5 – 3,0 

x 108 UFC mL-1, em 50 mL da solução tampão fosfato-salina e 50 µL de solução de 

corante Resazurina. As leituras nos seguintes tempos: 0, 1, 2 e 4 horas entre 

inoculação e leitura no espectrofotômetro. Faixa de leitura também de 400 a 700 nm, 

porém somente leituras no tempo 0 e 1 hora foram emplacadas no ágar MacConkey.  

Esses tempos de emplacamento foram escolhidos para a comparação com o 

teste quantitativo da seção 3.2.1 que foram feitos nesses tempos, de acordo com a 

norma. Após o emplacamento, também foram incubadas a 37 ºC por 24 horas. Então 

os valores de absorção obtidos e o número de colônias observados após as 24 horas 

de incubação, foram comparados aos números da curva de E. coli construída 

anteriormente. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

4.1 Avaliação microbiológica dos substratos têxteis 

 

4.1.1 Teste Quantitativo 

 

Na Figura 6 é apresentado os resultados após as 24 horas de incubação das 

placas onde é possível observar a maior quantidade de unidades formadoras de 

colônias nas primeiras placas. As placas acima (Figura 6) são referentes ao controle, 

onde não foi inserido ao sistema o tecido funcionalizado com estrutura metal-orgânica 

contendo cobre em sua composição e abaixo são referentes ao processo em que 

houve a inserção do substrato funcionalizado. 

 

Figura 6 - Crescimento de colônias de E. coli do teste quantitativo em ágar MacConkey. Acima 
placas do controle e abaixo são referentes ao tecido funcionalizado 

 

 

Fonte: Autoria própria (2021) 

 

Para ser feita a quantificação de redução de colônias, é necessário escolher 

uma placa onde seja possível a contagem tanto da placa controle, como na placa que 

teve o contato com o tecido funcionalizado. De acordo com a imagem acima, 

estabeleceu-se a placa de diluição número 2 para a contagem. 

O teste partiu da suspensão de microrganismos E. coli separados, inoculados 

e previamente na concentração de 1,5 – 3,0 x 108 UFC mL-1, 0,5 mc farland inseridos 

em 50 mL de solução tampão fosfato-salina. A concentração inicial desta solução 

1 2 3 4 5 

1 2 3 4 5 
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parte de 1,5 – 3,0 . Para a placa número 1, a diluição é de 1:10 (um para dez), já a 

número 2, 1:100 (um para cem). 

Na Figura 7, podemos observar a placa de diluição número 2, onde foram 

contadas 159 unidades formadoras de colônia para a placa controle e 3 UFC’s para a 

placa do tecido funcionalizado com estrutura metal-orgânica contendo cobre em sua 

composição. Isso representa uma concentração inicial de microrganismos de 1,59 x 

105 UFC mL-1, enquanto que a amostra testada, após o contato dinâmico com essa 

quantidade de bactérias apresentou uma concentração de microrganismos de 0,3 x 

104 UFC mL-1.  

 

Figura 7 – Comparação entre petris de diluição número 2 do teste quantitativo. À esquerda 
controle e à direita em relação ao tecido funcionalizado com agente antimicrobiano 

 

Fonte: Autoria própria (2021) 

 

A redução em porcentagem, de acordo com a equação (1), foi de 98,11%, e 

a redução logarítmica (log10) de acordo com a equação (2) foi de 1,72, que remete a 

uma redução entre 90 e 99% (ENDUROCIDE, 2017; ALTAPURE, 2021). Os autores 

Heliopoulos et al. (2013) estudaram o efeito antimicrobiano de um tecido de lã 

funcionalizado com cobre e obtiveram 91,3% de redução de E. coli em 1 hora de 

contato e 100% após 24 horas.  

Outro estudo (RADETIĆ, MARKOVIĆ, 2019), envolvendo têxteis 

funcionalizados com cobre, obtiveram 99,9% de redução de colônias em contato com 

E. coli. Ou ainda têxteis com estruturas metal-orgânica processados em síntese direta 
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com tecido de poliéster (EMAM; DARWESH; ABDELHAMEED, 2018), tecido de lã 

(LIS et al., 2019) e de algodão (RUBIN; NEUFELD; REYNOLDS, 2018), utilizando o 

cobre como metal, obtiveram atividades antimicrobianas comprovadas. Dessa forma, 

é evidente que a funcionalização de diferentes tipos de fibras com estruturas metal-

orgânica utilizando o cobre, agrega e garante comportamento antimicrobiano aos 

substratos. 

 

4.1.2 Construção de curva de crescimento de E. coli ATCC® 25922TM por meio de 

avaliação indireta por espectrofotometria quantitativamente aceitável 

 

Na Figura 8 é apresentada as 7 leituras no espectrofotômetro da solução com 

os seguintes tempos: 0, 1, 2, 4 e 6 horas entre inoculação e leitura. Neste gráfico 

podemos observar que houve um deslocamento do pico de cor das leituras, no 

decorrer do tempo. Isto ocorre, pois, o corante indicador utilizado para cultura de 

microrganismos, muda sua coloração conforme células vão crescendo.  

Assim, devido a propriedade redutora que o crescimento de microrganismos 

possui, a resazurina (corante em sua forma oxidada) passa a ser resorufina, sua forma 

reduzida (O'BRIEN, 2000). Essa mudança pode ser vista na Figura 9, em que é 

apresentada a solução no tempo zero a esquerda, e a direita, no tempo 6 horas. Nota 

se que a solução modificou da cor azul para cor rosa e isto foi comprovado na 

varredura de 400 a 700 nm, como mostra a Figura 8 (BORRA et al., 2009; ELSHIKH 

et al., 2016). 

Ainda de acordo com o gráfico obtido, optou-se por escolher o pico da curva 

6 horas (572 nm), onde o rosa é mais evidente e isso nos indica um maior crescimento 

microbiano (ALI-VEHMAS, LOUHI,  SANDHOLM, 1991; PATIL et al., 2014), para 

relacionar o valor da absorção com o comprimento de onda de 572 nm e construir 

uma equação com todos os pontos de leitura.  
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Figura 8 – Leitura de absorção da solução bacteriana nos diferentes tempos em 
espectrofotômetro 

 

Fonte: Autoria própria (2021) 

 

Figura 9 – Diferença entre o tempo zero (esquerda) e 6 horas (direita) na solução bacteriana 
com resazurina 

 

Fonte: Autoria própria (2021) 
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Na Tabela 1 é apresentada a quantidade de bactérias a partir das contagens 

de colônias das placas incubadas nos tempos: 0, 1, 2, 4 e 6 horas. Na Figura 10 é 

apresentada o comportamento de crescimento das bactérias em relação ao tempo 

utilizando os valores médios. Esses valores eram esperados pois, o crescimento de 

E. coli ATCC® 25922TM nas primeiras horas, pode ser descrito como exponencial, mas 

depois de algumas horas, as células entram em fase estacionária, devido aos 

limitantes do meio em que estão inseridas, e após, fase de morte (BOLLENCAH, 2018; 

COOPER, 2006) 

 

Tabela 1 - Quantidade de bactérias em relação ao tempo 

Tempo (h) 

1º teste (n° 

bactérias) 

2º teste (n° 

bactérias) 

3º teste (n° 

bactérias) 

Média (n° 

bactérias) 

Erro 

experimental 

0 1,00 x 105 1,84 x 106 1,19 x 106 1,04 x 106 5,08 x 105 

1 6,40 x 105 1,65 x 106 1,57 x 106 1,29 x 106 3,24 x 105 

2 1,75 x 106 3,53 x 106 3,53 x 106 2,94 x 106 5,93 x 105 

4 2,47 x 107 8,00 x 106 7,00 x 106 1,32 x 107 5,74 x 106 

6 9,20 x 107 9,83 x 107 9,21 x 107 9,41 x 107 2,08 x 106 

Fonte: Autoria própria (2021) 
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Figura 10 - Comportamento de crescimento das bactérias em relação ao tempo 

 

Fonte: Autoria própria (2021) 

 

Como podemos observar na figura 10, o ajuste do crescimento foi 

exponencial, uma vez que o método foi até a hora 6 de leitura, não estudando 

completamente a fase estacionária e de morte de comportamento bacteriano. Os 

autores Ramírez et al. (2005) apresentam em seus estudos que entre 4 e 5 horas o 

crescimento de E. coli ATCC® 25922TM começa sua fase estacionária pois os 

nutrientes do meio começam a se esgotar. Não foi possível relacionar totalmente com 

os autores pois aqui não foi explorado totalmente a fase estacionária e de morte. 

Com os valores do crescimento do número de bactérias em relação ao tempo, 

foi possível relacionar esses valores com a absorbância colhida em cada horário no 

espectrofotómetro. Os valores são apresentados na Tabela 2 com os erros 

experimentais, uma vez que o teste foi feito em triplicata. 
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Tabela 2 - Relação entre número médio de bactérias e média de absorbância 

Tempo (h) 
Méd. abs 

(%) 
Erro exp. 

abs 
Méd. nº bac. 

0 0,12308 0,00551 1,04 x 106 

1 0,14704 0,00304 1,29 x 106 

2 0,15868 0,00103 2,94 x 106 

4 0,27973 0,01201 13,2 x 106 

6 0,36369 0,00160 94,1 x 106 

Fonte: Autoria própria (2021) 

 

 

Agora, com os valores de absorbância e número de bactérias relacionados, é 

possível a construção de um gráfico ajustado relacionando esses valores, os quais 

são apresentados na Figura 11. Com a utilização da função que descreve o 

comportamento ABS x nº de bactérias, é possível aproximar a quantidade de bactérias 

de uma solução de inóculo nas condições estabelecidas com esse método utilizando 

o valor de absorbância no comprimento de onda de 572 nm. 

 

Figura 11 – Comportamento de crescimento do número de bactérias em relação a absorbância 

 

Fonte: Autoria própria (2021) 
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Este é classificado como método de leitura indireta, sendo desenvolvido para 

a determinação de um ponto ótimo qualitativamente confiável a partir de comparação 

com métodos quantitativos para amostras funcionalizadas. O objetivo aqui alcançado 

foi a proposição desse método intermediário para testes quantitativos na seleção de 

amostras que se mostrem viáveis, reduzindo tempo e custos de análise antimicrobiana 

quantitativa. 

 

4.1.2 Utilização e validação da curva de crescimento de crescimento de E. coli 

ATCC® 25922TM por meio de avaliação indireta por espectrofotometria utilizando 

tecido funcionalizado com estrutura metal-orgânica  

 

Na Tabela 3 é apresentado os valores de absorbância e o erro experimental, 

uma vez que o teste foi feito em duplicata, colhidas para o tecido funcionalizado com 

estrutura metal-orgânica contendo cobre em sua composição, imerso em solução 

microbiana de acordo com o método. De acordo com os autores Yang et al. (2018) e 

Guo et al. (2012), essas estruturas contendo metais de transição em sua composição, 

tais como prata, cobre e zinco, são capazes de inibir ou matar microorganismos e 

podem ser denominados como materiais antibacterianos químicos. 

 

Tabela 3 – Média de absorbância da solução contendo tecido funcionalizado com agente 
antimicrobiano em relação ao tempo 

Tempo (h) 
Méd. abs 

(%) 
Erro exp. 

abs 

0 0,13934 0,00907 

1 0,16366 0,00348 

2 0,16685 0,00264 

4 0,15394 0,00115 

Fonte: Autoria própria (2021) 

 

Com a utilização da equação da Figura 11 (y = 0,0543 ln(x) – 0,6282), em que 

y é o valor da absorbância e x o número aproximado de bactérias, é possível estimar 

a quantidade de bactérias na solução com o valor de cada absorção colhida e os 

valores são apresentados na Tabela 4. Ainda, é apresentado o percentual de redução 
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obtido, de acordo com a equação 1 em relação a média do número de bactérias da 

tabela 2 no horário 4 horas, uma vez que para os horários anteriores, de acordo com 

o método aproximado, não obteve-se redução. Isso pode ter ocorrido em razão do 

erro do método para as primeiras horas, que deve ser melhor explorado. 

 

Tabela 4 - Valor aproximado de bactérias pelo método e % de redução indicado pelo método 

Tempo (h) 

Valor 
aproximado 

do nº de 
bactérias 

Redução 
(%) 

0 3,7 x 106 -  

1 5,8 x 106 - 

2 6,1 x 106 - 

4 4,8 x 106 63,63 

Fonte: Autoria própria (2021) 

 

Já os dados do teste de contagem de colônias em placas nos tempos 0 hora 

e 1 hora estão dispostos na tabela 5. Esses tempos de emplacamento foram 

escolhidos para a comparação com o teste quantitativo da seção 4.1.1 que foram 

feitos nesses tempos, de acordo com a norma. 

 

Tabela 5 - Média do número de bactérias por contagem em placa nos horários 0 e 1 hora 

Tempo (h) Méd nº bac Erro exp 

0 1,76 x 106 2,45 x 101  

1 9,45 x 104 6,68 x 101 

Fonte: Autoria própria (2021) 

 

Utilizando a equação 1 novamente com os valores da Tabela 5, chegamos em 

uma redução de 94,63 % de atividade bacteriana e a redução logarítmica de acordo 

com a equação (2) foi de 1,27, que remete a uma redução acima de 90%. Como vimos 

na seção 4.1.1, no teste quantitativo adaptado da norma, a redução foi de 98,11 %. 

Os valores de contagem de placa ficaram bem próximos, todavia pelo método indireto 

de espectrofotometria só foi possível obter um indicativo de redução após 4 horas do 

tecido imerso em solução bacteriana com E. coli.  
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Este método então nos indica que pode ser utilizado para seleção de amostras 

viáveis de forma qualitativamente aceitável, uma vez que com a utilização do corante 

resazurina na solução, após 4 horas já fica evidente a olho nu se a amostra possui 

alguma atividade antimicrobiana devido ao efeito redutor que as bactérias causam em 

seu crescimento nesse corante indicador. Ainda com esse método, uma leitura da 

solução em espectrofotômetro no comprimento de onde 572 nm, após 4 horas, 

fornece uma estimativa quantitativa de percentual de redução microbiana. 
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5 CONCLUSÕES 

 

Os têxteis em geral são reconhecidos por serem suscetíveis ao ataque de 

microrganismos, podendo trazer inúmeros malefícios aos seres humanos. Dessa 

forma faz-se necessário a indústria têxtil o desenvolvimento de artigos com 

propriedades antimicrobianas no intuito de diminuir esses diversos problemas.   

Para avaliação e determinação se um tecido possui tal atividade, fazem 

necessárias algumas análises microbiológicas de acordo com normas 

preestabelecidas. Estes testes costumam utilizar diversos recursos e tempo para 

avaliação de uma única amostra, tornando essas análises com custos elevados. 

Dessa maneira, o presente trabalho teve o objetivo na possível simplificação 

desses testes para seleção de amostras viáveis que já se demonstram antibacterianas 

de forma mais rápida com menos recursos. 

O desenvolvimento do método se baseou nas normas já existentes e 

utilização do corante resazurina (que possui coloração azul) para criação de uma 

relação entre cor e quantidade aproximada de microrganismos em uma solução, uma 

vez que o crescimento bacteriano causam redução neste corante, que passa a ser 

resorufina, de coloração rosa. 

Com o desenvolvimento do método ficou evidente a mudança de coloração 

nas soluções contendo o corante com a utilização de E. coli ATCC® 25922TM. Ainda 

uma relação de intensidade da absorbância e o número de bactérias em solução foi 

feita confrontando dados de contagem em placas e valor da absorbância em 572 nm 

(pico da cor rosa).  

Foi possível obter um novo método na avaliação e seleção de amostras têxteis 

com potenciais antimicrobianos. Por exemplo, quando há muitas amostras para se 

avaliar, devido a um planejamento experimental, é demandado muito tempo e recurso 

para essas análises de acordo com as normas atuais e este novo método proposto 

pode ajudar nessas análises diminuindo consideravelmente a quantidade de ensaios, 

uma vez que é possível visualizar quais amostras possuem efeito antimicrobiano e 

ainda estimar uma redução prévia. Com a utlização desse método, após 4 horas de 

contato, foi possível obter uma estimativa de 63,63% de redução microbiana. 

Para trabalhos futuros é necessário ajustar a acuracidade do método, 

aumentando o número de análises, tempos avaliados e diferentes tipos de tecidos 

com acabamentos antimicrobianos, bem como estudar melhor o comportamento de 
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crescimento de E. coli ATCC® 25922TM em tempos maiores, investigando assim sua 

fase estacionária e de morte. 
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