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RESUMO

Os téxteis ha tempos sao reconhecidos por serem suscetiveis ao ataque de
microrganismos. Esses ataques sao considerados inconvenientes pois resulta em
perda de resisténcia, odores e problemas de saude aos usuarios. Dessa forma,
acabamentos do tipo antimicrobiano surgem como produtos para protecao dos téxteis
a esses ataques. O presente trabalho teve como objetivo a comparagdo de métodos
de avaliagao antimicrobiana, uma vez que os testes do tipo quantitativo podem ter um
elevado numero de experimentos. propondo, uma nova abordagem para avaliagéo,
visando redugao de custo e tempo neste procedimento. Para tal, um tecido de malha
com composi¢ao 100% PES, funcionalizado com estrutura metal-organica, foi utilizado
para o estudo. O tecido foi avaliado quantitativamente, por meio de adaptacéo da
norma ASTM E2149-13. Entdo, um método de leitura indireta, visual e mais rapido, foi
desenvolvido elaborando uma curva de crescimento de bactérias por avaliagao
espectrofotométrica a fim de determinar uma curva padrao de crescimento de bactéria
E. coli ATCC® 25922™ e uma equagdo que relacione cor (devido a utilizagdo do
corante indicador Resazurina) com a concentragdo de UFC mL-" de um experimento
com téxteis com potenciais antimicrobianos e comparar com a metodologia
quantitativa. Como resultado do presente trabalho foi possivel propor um método
intermediario para testes quantitativos que seleciona amostras que se mostrem
viaveis, de forma visual e simplificada pelo método, reduzindo tempo e custo de
analise 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-" 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.



LISTA DE ILUSTRAGOES

Figura 1 - Diferentes formas encontradas em bactérias.........ccccommrreemmccciiiiirnneeeenns 14
Figura 2 - Estrutura morfoldgica da célula bacteriana, parede da célula gram-positiva
representada a esquerda e gram-negativa a direita......ceeeeeceiiiniirnnnneesssnnnerneneeeaans 15
Figura 3 - Contagem em placa e diluiGa0 Seriada ......cueeeeueceiiirirmmmrreennssssnsrernesnnnanas 20
Figura 4 - Mecanismo de determinagdo do numero de bactérias utilizando
(=TS oYY o100 (o] 0= 1 4 F- 1PN 20
Figura 5 - Processo de diluicdo e emplacamento da solugdo bacteriana............... 243
Figura 6 - Crescimento de colbénias de E. coli do teste quantitativo em agar

macconkey. Acima placas do controle e abaixo s&o referentes ao tecido funcionalizado

Figura 7 — Comparacéo entre petris de diluigdo nimero 2 do teste quantitativo. A
esquerda controle e a direita em relacdo ao tecido funcionalizado com agente
F= (1 1o 0] o1 =1 g o 28
Figura 8 — Leitura de absor¢cado da solugdo bacteriana nos diferentes tempos em
(=TS oT=Yed 100 (0] 0= 1 o PPN 30
Figura 9 — Diferenga entre o tempo zero (esquerda) e 6 horas (direita) na solugéo
bacteriana CoOM reSAZUNMNG ..uuuvereeuunsriisrrrrrrrrnnsssssssssrrrrsrrnsssssssssssssrssnnnssssssssssesssnnnnnnns 30
Figura 10 - Comportamento de crescimento das bactérias em relagao ao tempo....31
Figura 11 — Comportamento de crescimento do numero de bactérias em relagéo a

P2 0110 o= 1 (] = T 33



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E ACRONIMOS

LISTA DE ABREVIATURAS
ABIT Associacgao Brasileira da Industria Téxtil
CMI Concentragao minima inibitéria
CML Concentragdo minima letal
UFC Unidades formadoras de colbnias
DO Densidade optica
TSA Trypticase soy agar
AATCC American Association of Textile Chemists and Colorists
CLSI Clinical and Laboratory Standards Institute
ASTM American Society for Testing and Materials

TSB Trypticase Soy Broth (Caldo de triptona de soja)



SUMARIO

1 INTRODUGAO........ocouieeecreceecaesaessessessessessessessessessessessessessssssssessesssssssssssssseaes 10
0 TR © o =1 Yo XSO 1
1.1.1 ODJELIVO GEIal...coeeeeii e e e 11
1.1.2 ODbjetivos €SPECITICOS ......cooeiiiiiiii e 11
1.2 JUStificativa .......coeeeimiiiieeeeeeeeeeee e 12
2  REFERENCIAL TEORICO......ccocoiieecircecesesss s s s ssesss s ssessssessesssssssssssnsans 13
7730t TR = 7 Ve (- 4 - 13
2.2 Crescimento Microbianos em TexXteis.....cccccceeiiiiiimmmmrmmmssssinniirrr e 15
2.3 Téxteis AntimiCrobianos ........cccuuciiiiiiiiiiiii s 17
2.4 Métodos de averiguagao do crescimento microbiano .........ccccceeeeeeceiinnenns 18
B |1 1= 0 110 1 10 ] I 23
3.1 MAteriais ...cceuuuniiiiiiiirie 23
B 0y | U= o T Lo =3 23
3.2.1 Teste Quantitativo.........cooooeiiiiiiie 23
3.2.2 Construgdo de curva de crescimento de E. coli ATCC® 25922™ por meio de
avaliagao indereta por espectrofotdmetria quantitativamente aceitavel .................... 25

3.2.3 Utilizacdo e validagdo da curva de crescimento de crescimento de E. coli
ATCC® 25922TM por meio de avaliagao indireta por espectrofotometria utilizando

tecido funcionalizado com estrutura metal-organica ...........cccccevvvviiiiiiiiiiiiiiieiieennnn. 26
4 RESULTADOS E DISCUSSOES .......cooeeeeirererecresscssessesssssessessessessessssssssesses 27
4.1 Avaliagao microbiolégica dos substratos téxteis.........cccccrrrrrrmmmmmrnmnnnnnnnnnns 27
4.1.1 Teste QUaNtitatiVO........cooiiieee e 27
4.1.1 Construcdo de curva de crescimento de E. coli ATCC® 25922™ por meio de
avaliacao indireta por espectrofotometria quantitativamente aceitavel ..................... 29

4.1.2 Utilizagcdo e validacdo da curva de crescimento de crescimento de E. coli
ATCC® 25922™ por meio de avaliagdo indireta por espectrofotometria utilizando
tecido funcionalizado com estrutura metal-organica ..........cccccevvveviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee, 34

LI o 0] N[0 LU LY o] == RRRRRRRR 37
REFERENGCIAS. ... .eoiieeeeeeeeeeeeetesesseeesssasesssansesssssessssnsesssssessssnsessssnessasssessssneesssnneses 39



10

1 INTRODUGAO

O consumo de matérias téxteis & expressivo no Brasil e no mundo. Segundo
a Associagao Brasileira da Industria Téxtil (ABIT, 2020), a industria téxtil brasileira é
responsavel pela produg¢ao de cerca de 1,3 milhdes de toneladas anuais em média e
a segunda maior geradora de emprego no cenario nacional. Os materiais téxteis, além
do vestuario comum, sdo muito usados como equipamentos de protec¢ao individual,
incluindo os materiais avangados, estes estdo em crescimento constante de demanda
nas ultimas décadas devido aos objetivos de redugao de riscos, garantia de saude,
seguranga e protecao (MAO, 2019).

Os téxteis ha tempos sdo reconhecidos por serem suscetiveis ao ataque de
microrganismos, isso se deve a fonte de umidade, energia e nutrientes, essenciais
para o seu crescimento e encontrados em abundancia nestes materiais (GAO;
CRANSTON, 2008). Estes ataques sao considerados inconvenientes pois resultam
em perda de resisténcia, diminuigdo de alongamento, descoloracdo e alteragdes no
aspecto do material, além de odores (ESTEVES, 2009; TEUFEL et al., 2010). Ainda,
o contato com microrganismos pode gerar problemas de saude, uma vez que este
contato pode ser responsavel por gerar doencgas e alergias (MATOS, 2014).

Dessa forma, os acabamentos do tipo antimicrobiano surgem como produtos
para controle de saude e higiene com o objetivo de evitar infec¢des e contaminagdes
(principalmente em ambientes hospitalares), além de proteger os téxteis 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 € que este ndo cause maleficios a flora
presente de bactérias ndo patogénicas na pele, uma vez que sao importantes para a
saude (ESTEVES, 2009; PURWAR, 2019; UDDIN, 2014).

Ainda, com o surgimento do novo corona virus, causador da sindrome
respiratoria aguda (SARS)-CoV-2, com alta taxa de transmissibilidade, o mundo
enfrenta uma pandemia severa. Fica evidente a necessidade de diminuir a
transmissao do virus com quarentena, isolamento de contato, higiene das maos e uso
de mascaras (LAYNE et al., 2020). A utilizacdo de mascaras reduz a transmissao
aérea, particulas infecciosas de aerossol poder ser liberadas durante a respiracao e a

fala por individuos infectados assintomaticos. Quando nenhum mascaramento é
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utilizado a exposicdo € maximizada, todavia o mascaramento universal diminui a
exposicao ao virus (PRATHER; WANG; SCHOOLEY, 2020).

Com o aumento drastico da utilizagdo de mascaras faciais em todo o globo,
houve escassez de equipamentos de protecao individual (EPI). Esta escassez
ameaca a seguranga de quem trabalha na linha de frente ao combate da pandemia e
levou equipes médica a reutilizar mascaras que podem ter sido contaminadas durante
os tratamentos. O desenvolvimento de EPI's reutilizaveis com aplicacdo de
substancias antivirais poderia diminuir o risco de transmissao secundaria e sanar o
problema da escassez. Certos metais mostram efeito antiviral e especificamente a do
cobre é bem conhecida, uma vez que os cations de cobre capturam prontamente
bactérias e virus com carga negativa e esta atividade impede a replicagéo viral e as
funcdes de infeccédo (JUNG et al., 2021).

A regulacao de téxteis com propriedades antimicrobianas se da pelo uso de
normas internacionais, das quais estudam e comprovam o nivel 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 téxtil com
propriedades antimicrobianas, de acordo com a norma estabelecida e propor uma
nova abordagem minimamente confiavel, visando a reducédo de custo e tempo das

avaliagdes.
1.1  Objetivos
1.1.1 Objetivo Geral
Efetuar um estudo comparativo entre os procedimentos para a determinagao
de propriedades antimicrobianas em téxteis a fim de propor uma nova abordagem

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

atividade antimicrobiana em téxteis.

1.1.2 Objetivos especificos

e Avaliar quantitativamente as propriedades dos téxteis conforme norma

técnicas;
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e Efetuar a constru¢do de curva de crescimento dos microrganismos pelo
método de espectrofotometria;

e Efetuar a analise comparativa de téxteis com acabamentos
antimicrobianos e téxteis sem acabamentos com o novo método;

e 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 agao. O
caminho natural se inicia por uma comprovacgao qualitativa, um método baseado em
normas para qualificar quais microrganismos sédo suscetiveis a agdo do acabamento.
Todavia, as analises podem prosseguir para um estudo maior, como por exemplo a
determinacdo de comportamento bactericida e bacteriostatico, obtidos por um teste
quantitativo. Neste caso, a complexidade do protocolo torna um estudo de prazo e
Onus diferenciados.

O presente trabalho tem como motivacao efetuar um estudo que proporcione
uma analise intermediaria entre os protocolos existentes, no intuito de confirmar a
tendéncia de comportamento antimicrobiano em amostras de uma forma rapida,
reduzindo significativamente o numero de analises quantitativas a serem realizadas

posteriormente e, por consequéncia, reduzindo tempo de analise e custo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

21 Bactérias

Os microrganismos sao definidos como seres microscopios, individualmente
e invisiveis a olho nu. Sdo dotados de maior diversidade biolégica conhecida
(morfoldgica, fisiologica e ecoldgica), apresentam variadas formas celulares e ainda
sao metabolicamente capazes de efetuar todos os tipos de reacdes bioquimicas
conhecidas, sendo encontrados em praticamente todos os ambientes. Sdo capazes
de crescerem e se reproduzirem, suas estruturas sado organizadas e possuem DNA
(acido desoxirribonucleico). Ainda, sdo divididos em grupos conhecidos como: os
virus, as bactérias, as arqueas, as algas, os protozoarios 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 organizagao celular e estrutural. Os procariotos sdo células sem nucleo com
membrana, enquanto os eucariontes sao células com nucleo com membrana. A
membrana da superficie celular, ou membrana plasmatica, € 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 importancia extrema pois sem essas
membranas a vida n&o poderia existir (BOLSOVER et al., 2004). Essas membranas
possuem em sua composicado fosfolipidios saturados, esfingolipidios, glicolipidios,
colesterol, proteinas lipidadas e proteinas ancoradas a glicosilfosfatidilinositol
(SEZGIN et al., 2017).

As bactérias sdo classificadas em microrganismos procariéticos, em que
fazem parte também deste grupo as denominadas arqueas, onde a diferenga se da
pela composi¢cao de lipidios e organizacao da parede celular. Esses microrganismos
procarioticos possuem geralmente um tamanho menor que 5 ym de didmetro e a
divisdo celular usualmente acontece por fissdo binaria (BERTRAND et al., 2018). As
principais morfologias celulares das bactérias sao apresentadas na Figura 1. Quando
sua morfologia é esférica ou ovalada, denomina-se coco, para a forma cilindrica se da
o nome de bastonete ou bacilo, quando um bacilo apresenta formas espiraladas estes
s&o chamados de espirilos (MADIGAN et al., 2016).
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Figura 1 - Diferentes formas encontradas em bactérias

Coco Bacilo Espirilo

/ / T Hifa
s '\>;‘

™ Pedunculo

Espiroqueta Apendiculares e Filamentos
com brotamento

Fonte: Adaptado de Vermelho et al. (2006)

As espécies de bactérias sdo divididas em dois grandes grupos principais: 0os
denominados gram-positivos e gram-negativos. As diferengas na estrutura da parede
celular é o que determina a diferenciacéo entre esses grupos, as bactérias do tipo
gram-negativas possuem a parede celular e uma membrana externa ,enquanto nas
gram-positivas ha somente uma parede espessa (MADIGAN et al., 2016). A Figura 2
apresenta, de forma simplificada, a estrutura celular das bactérias e aponta a
diferenga entre as paredes externas de gram-positivas e gram-negativas, esta ultima

a direita da figura.
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Figura 2 - Estrutura morfolégica da célula bacteriana, parede da célula gram-positiva
representada a esquerda e gram-negativa a direita

Cromossomo ——— Flagelo
\
— \
Peptidoglicano da \ [
parede celular ™ \
T Membrana externa
\ (gram-negativa)
Capsula —— 066 S -
6060 ©O
e -
1 -
T
) T Pili
Plasmideos -
Membrana Substancias de depdsitos
citoplasmatica Ribossomos -Metafosfatos

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

2.2 Crescimento Microbianos em Téxteis

A cultura de microrganismos refere-se ao mecanismo de propagacgao destes
por meio do fornecimento de condicbes ambientais apropriadas para que o processo
ocorra. Os microrganismos necessitam de todos os elementos que compdem sua
mateéria organica para que o crescimento possa ocorrer. Nutrientes contendo esses
elementos sdo chamados de meio de cultura e classificados de acordo com as fontes
de carbono, nitrogénio, enxofre, fésforo e minerais. Outros fatores necessarios para o
crescimento desses organismos sao 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 téxteis ha muito sdo reconhecidos por darem suporte ao crescimento de
microrganismos tais como bactérias e fungos, uma vez que atendem os requisitos
acima descritos, favorecendo entdo sua proliferacdo. As fibras sintéticas possuem
resisténcia maior ao ataque dos microrganismos, em sua maioria, devido ao carater

mais hidrofébico destas em relacdo as fibras de origem natural. Os carboidratos
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presentes no algodao e as proteinas existentes nas fibras queratinicas podem agir
como fontes de energia e nutrientes em determinadas condigdes, assim como poeira
e suor (GAO; CRANSTON, 2008).

A estrutura porosa e hidrofilica das fibras naturais, como o algodao, linho e 13,
retém agua e oxigénio fazendo com que se tornem fonte alimentar dos
microrganismos e sejam mais susceptiveis a ataques microbianos. Por mais que fibras
celulésicas ndo sédo fonte alimentar direta dos microrganismos, alguns fungos e
bactérias podem segregar enzimas e converter a celulose, por hidrélise, em glicose,
diminuindo entdo o grau de polimerizagao das fibras (PURWAR et al., 2004). Ja as
fibras sintéticas, por mais que sejam hidrofobicas (em relagao as fibras naturais), nao
sao totalmente livres desses ataques. Os inconvenientes da proliferacdo dos
microrganismos s&o bastante consideraveis, tais como: perda de resisténcia,
diminuicao de alongamento, descoloragao e alteragdes no aspecto (ESTEVES, 2009).

Um dos maiores problemas em relagdo ao crescimento microbiano em
estruturas téxteis, devido a umidade, é a manifestacdo de odores (TEUFEL et al.,
2010). Além deste inconveniente, o contato com microrganismos pode gerar doengas
e alergias, ou seja, sdo muitos os desconfortos e inconvenientes que a simples
utilizacao de téxteis podem causar aos seus usuarios. Outro problema sao infeccées
em hospitais devido a condicdo de pacientes com feridas na pele, essas feridas
servem de locais ideais para crescimento microbiano, uma vez que exalam fluidos
combinados a temperatura do corpo e ricos componentes de nutrigdo (QIN, 2019).

Dessa forma, pacientes adquirem novas doengas em ambientes hospitalares,
agravando o quadro hospitalar e nos piores casos, podem levar até a morte (QIN,
2019). O Servigo de Controle de Infecgao Hospitalar evidencia que um dos maiores
problemas em ambientes hospitalares € a infeccao hospitalar, adquirida por pacientes
apo6s sua internacgao, provocadas pela proliferacdo de microrganismos patogénicos,
para controle desses problemas medidas de higienizacdo devem ser utilizadas. Uma
forma de evitar ou reduzir esses problemas € a utilizacdo de téxteis antimicrobianos,
favorecendo entdo maior higiene, bem-estar e saude para os utilizadores, além de

proteger e aumentar a vida util dos téxteis (MATOS, 2014).
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2.3 Téxteis Antimicrobianos

Com a evidéncia de atividade microbiana nos téxteis e com o intuito de
combater a proliferacdo e impedir a degradagdo desses materiais, torna-se
interessante que haja um acabamento antimicrobiano nos substratos téxteis (RELVA,
2012). O termo antimicrobiano é utilizado para se referir a um vasto conjunto de
tecnologias que podem disponibilizar diferentes niveis de defesa para produtos contra
os microrganismos. Os antimicrobianos diferem em sua natureza quimica, mecanismo
de acao, impacto nos usuarios € no meio ambiente, durabilidade nos diferentes tipos
de substratos, custos e como € a interagcdo 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 sdo aqueles que matam as bactérias, similar aos termos
fungicida, viricida, esporicida que se referem a agentes que matam fungos, virus e
esporos, respectivamente. Ja os agentes que impedem o crescimento das bactérias,
mas nao sao necessariamente letais, sdo denominados agentes bacteriostaticos. Uma
forma de avaliar esse efeito, € pela concentragcdo minima inibitéria (CMI), definida
como a menor concentragao de um determinado agente antimicrobiano que inibe o
crescimento visivel de microrganismos (PELCZAR, CHAN E KRIEG,1993).

A menor concentragéo de agentes antimicrobianos que impede o crescimento
de microrganismos € chamado de concentragdo minima letal (CML), ou seja, aquela
concentracdo minima que nao somente inibe o crescimento como também mata os
microrganismos presentes no meio (PELCZAR; CHAN; KRIEG, 1993). As aplicacbes
principais em téxteis onde o uso de agentes antimicrobianos se torna interessantes
sdo: vestuarios esportivos, meias, forro de calgados, lingerie, filtros de ar, téxteis
automotivos, moéveis 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 téxteis (PURWAR, 2019).
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Purwar (2019) estabelece que um tecido ideal antimicrobiano deve cumprir os

seguintes requisitos:

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

e Deve propiciar baixa toxicidade aos consumidores, ou seja, n&o causar alergia
ou irritacao aos utilizadores;

e Deve atender aos padrdes dos testes de compatibilidade (citotoxicidade,
irritacao e sensibilizacdo) antes de serem comercializados;

e N&o deve matar a flora presente de bactérias ndo patogénicas na pele do
utilizador, uma vez que sao importantes para a saude da pele, pois reduzem o
pH da superficie da pele produzindo antibiéticos e assim criando um ambiente
desfavoravel para crescimento de bactérias patogénicas;

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

a quente.

Ainda, os agentes antimicrobianos, dependendo da forma de acéo, podem ser
divididos em duas categorias: por contato ou por difusdo. Os agentes por contato
inibem microrganismos apenas na superficie do tecido enquanto por difusdo esses
sao liberados lentamente até a superficie das fibras, ou seja, liberacdo controlada
(RISTIC et al., 2011). A maneira como os agentes antimicrobianos inibem ou matam
0s microrganismos esta relacionada com os danos da parede celular, alteracado da
permeabilidade da membrana celular, desnaturacdo de proteinas, inibicdo de
atividades enzimatica ou a inibicdo da sintese lipidica, uma vez que a sobrevivéncia
ou crescimento de desses organismos depende da integridade da célula (PURWAR,
2019).

24 Métodos de averiguagao do crescimento microbiano

Uma vez que os téxteis sdo suscetiveis aos ataques de microrganismos,
fazendo-se até do uso de tratamentos que atuem contra o ataque, sdo necessarios
métodos de averiguagao quanto ao ataque e comportamento do téxtil. Desta forma, é
possivel aplicar métodos qualitativos e quantitativos na determinagao do crescimento

de uma populacado microbiana por meio de diferentes métodos.
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O método do tipo qualitativo, também conhecido por método de disco-difusao,
foi idealizado por Bauer et al. (1966) e se caracteriza por ser pratico, barato e pouco
complexo, deste modo se tornou um dos testes mais utilizados no Brasil em
laboratorios de microbiologia. O mecanismo de avaliacdo se da pela difusdo do
material analisado em agar, assim um halo é formado em volta da amostra, onde a
concentracdo minima inibitéria (CMI) é inversamente proporcional ao didametro do
halo. O resultado deste método € somente qualitativo e classifica as bactérias como
suscetivel, intermediaria ou resistente ao antimicrobiano analisado (SEJAS et al.,
2003). Dessa forma uma avaliacdo do tipo quantitativa se torna interessante para
melhor avaliagdo dos agentes antimicrobianos.

Existem varios testes do tipo quantitativo, como a determinagao da quantidade
de células ou pela massa total delas, uma vez que € diretamente proporcional ao
numero de células. Para contagem de populagdes bacterianas, que sdo muito
grandes, sao utilizadas pequenas amostras e estimadas por meio de calculos
matematicos. Uma das técnicas mais utilizadas para quantificacdo de populacao
bacteriana € o método de contagem de placa. Este método considera que uma colénia
€ originada de um grumo ou cadeia de bactérias, assim o resultado € expresso em
unidades formadoras de colbénias (UFC) (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005).

Para Tortora, Funke e Case (2005), para o sucesso na realizagao deste
meétodo, é substancial que somente um numero limitado de colbnias crescga na placa
analisada, uma vez que ha uma saturagao quando ha um numero elevado de colénias
e isto impede algumas colbnias de crescerem, o que resulta em uma contagem
incorreta. A convencéo do Food and Drug Admnistration determina que a contagem
de coldnias nas placas deve ser realizada em placas que possuam de 25 a 250
colbnias. Para obtencédo de placas que contenham um numero de colbnias na faixa
determinada pela convencgao, faz-se necessario a utilizagcdo do método de diluicdo

seriada. Este método € esquematizado na Figura 3.
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Figura 3 - Contagem em placa e diluigdo seriada
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Fonte: Adaptado de Tortora, Funke e Case (2005)

Uma outra técnica amplamente utilizada na microbiologia para determinagéo
do numero de bactérias € o de espectrofotometria, este é classificado como um
meétodo indireto pois em alguns casos ndao ha necessidade da contagem de células
microbianas para determinacdo de seu numero. Neste caso o espectrofotdmetro
transmite um feixe de luz através da suspensdo bacteriana. Conforme as células
presentes em um meio crescem, maior € a quantidade de luz dispersa, o que resulta
em uma suspensao mais turva. A turbidez é quantificada na unidade correspondente
a densidade o6ptica (DO) em um detector fotossensivel (MADIGAN et al., 2016;
TORTORA; FUNKE; CASE, 2005).

Dessa forma, € possivel relacionar um crescimento microbiano com a leitura
no espectrofotdbmetro de uma solugdo chamada de branco, sem cultura bacteriana,
com uma solugdo contendo as bactérias e observar sua densidade Optica. A
densidade optica, também chamada de absorbancia, € uma expressao logaritmica
derivada da porcentagem de transmissao, sendo que esta porcentagem € aferida na
escala do detector fotossensivel do aparelho. Na Figura 4 é exemplificado o
mecanismo de leituras de suspensdo bacteriana, em que a quantidade de luz que
atravessa o detector no espectrofotdmetro é inversamente proporcional ao numero de

bactérias, ou seja, conforme a quantidade de luz que é transmitida € menor, a
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quantidade de bactérias € maior (MADIGAN et al., 2016; TORTORA; FUNKE; CASE,
2005).

Figura 4 - Mecanismo de determinagdo do numero de bactérias utilizando espectrofotometria
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Fonte: Adaptado de Tortora, Funke e Case (2005)

Para avaliagcdo de atividade antibacteriana em téxteis, 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 verificagoes. Os métodos
mais empregados sdao o AATCC Test Method 100-2004 e ASTM E2149-13, que
fornecem um procedimento quantitativo para avaliagdo do grau de atividade
antibacteriana em substratos téxteis com acabamento antibacterianos, e o AATCC
Test Method 147-2011, que se caracteriza como um teste qualitativo em que o objetivo
€ detectar atividade bacteriostatica nos materiais téxteis. Um teste geralmente
complementa o outro para comprovacgao de eficacia em téxteis antimicrobianos.

Outa maneira de avaliar o crescimento microbiano é utilizando corantes
indicadores em solugdes microbianas. Corantes indicadores podem ser utilizados para
determinacdo de crescimento microbianos, pois estes corantes podem detectar
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mudancgas de pH ou potencial redutor (ALI-VEHMAS; LOUHI; SANDHOLM, 1991;
BORRA et al., 2009; ELSHIKH et al., 2016).

A resazurina € um dos corantes redutiveis mais utilizados para visualizagao
de cultura bacteriana pela sua baixa toxicidade. Este corante possui coloragéo 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 ha crescimento
microbiano, o corante € reduzido (resorufina) e a coloragdo visivel € 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 redu¢ao microbiana, reduzindo tempo

de analise e custo.
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3 METODOLOGIA

3.1 Materiais

Para o presente estudo, foi utilizado como substrato téxtil tecido de malha
dupla frontura, gramatura de 134 g/m?, 15 colunas e 19 carreiras, 100% poliéster. A
amostra foi funcionalizada com uma estrutura metal-organica, contendo cobre em sua
composic¢ao, sendo que esta funcionalizagdo concede propriedade antimicrobiana ao
téxtil conforme estudos cientificos utilizando a estrutura (SHEN et al., 2020).

Para o crescimento microbiano em caldo, o Trypticase Soy Broth (Kasvi) foi
utilizado, conforme indicagdo da ASTM E2149-13. Este € um meio de cultura de soja
liquido nutritivo de uso geral para cultivo de microrganismos. Ja para o cultivo das
colénias em placas petri, o agar MacConkey (Kasvi) foi utilizado.

Uma solucao tampao fosfato-salina foi preparada para utilizacdo nos testes
com a seguinte composicao: 1 mL de solucéo 0,25 M de Fosfato de Potassio (Synth)
em 800 mL de agua destilada. Também foi utilizada uma solugdo 5% do corante

Resazurina (Exodo Cientifica) nos ensaios.

3.2 Meétodos

3.2.2 Teste Quantitativo

O substrato funcionalizado foi avaliado mediante a utilizagdo da bactéria E.
coli ATCC® 25922™  Para a preparagdo da suspensdo de microrganismos na
concentracao correta de UFC’s, foi utilizada no teste, uma adaptacdo da norma ASTM
E2149-13. Esta norma traz uma metodologia padrao para determinagao de atividade
antimicrobiana de agentes antimicrobianos em condi¢des de contato dinadmico e nela
€ especificado que no comprimento de onda 475 nm a absorg¢ao de 0,28 + 0,02 de
uma diluicdo de cultura de Escherichia coli possui uma concentracado 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 solugéo tampéao fosfato-salina com a
suspensao de microrganismos previamente contados de acordo com a especificacao

da norma. Os frascos foram incubados por 1 hora em shaker a temperatura de 37 °C
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e apds esse tempo 100 uL de cada erlenmeyer foi adicionado em eppendorfs
contendo 0,9 mL de solugédo tampéao fosfato-salina e feitos 5 diluicdes consecutivas,
de um eppendorf ao préximo, sempre misturados em agitador de tubos apds cada
diluicdo. Em seguida 100 yL de cada eppendorf foi espalhado em placas petri
previamente preparadas com meio MacConkey, sendo este seletivo para E. coli, e
incubadas por um periodo de 24 horas a 37 °C. O processo € esquematizado na Figura
5.

Figura 5 - Processo de diluicao e emplacamento da solugao bacteriana

0,9 mL 0,9 mL
Buffer Buffer

100pL 100p|_
110 1/10 1/10 1/10 1/10

! agar macconkey

Fonte: Autoria prépria (2021)

O agar MacConkey é utilizado para o cultivo de bactérias gram negativas.
Funciona como um meio indicativo, uma vez que possui combinacao de sais biliares
e o cristal violeta, essa combinacgéo inibe o crescimento de microrganismos gram
positivos. Utilizar o meio MacConkey torna testes mais faceis de serem visualizados,
uma vez que as bactérias gram-negativas produzem col6nias de coloragao rosa neste
meio, sendo essa uma grande vantagem na sua utilizacdo (LABORCLIN, 2019).

Os resultados expressos como unidades formadoras de colénias CFU/mL,
adaptado do método de ensaio ASTM E2149-13. A redugdo do crescimento
microbiano (R) sera determinada de acordo com as seguintes equacoes:
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_ B-4) (1)
R = ——%—+100

Logio Redugao Bacteriana = Logio(B) - Logio(A) (2)

Em que indica o numero de UFCs que sobreviveram apds o tempo de cultivo
(24h) e B o numero de UFCs no contato inicial com as amostras (0Oh). Como resultado
consideraram-se as médias de valores obtidos para as amostras de cada variavel com

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

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

avaliagao indereta por espectrofotdmetria quantitativamente aceitavel

Foi elaborada uma curva de crescimento de microrganismos E. coli ATCC®
25922™ separados, inoculados e previamente contados (1,5 — 3,0 x 108 UFC mL-1)
conforme a norma ASTM E2149-13 indica, 50 mL da solugao tampao fosfato-salina, e
50 pL de solucdo de corante Resazurina. A curva foi feita com avaliagdo por
espectrofotometria, onde foram efetuadas 5 leituras com os seguintes tempos: 0, 1, 2,
4 e 6 horas entre inoculagao e leitura no espectrofotbmetro.

O teste foi realizado em espectrofotobmetro UV-VIS para identificar a absorgao.
A faixa de leitura de 400 a 700 nm e a solugao ficou sob agitagdo e a 37°C entre as
leituras em incubacéo. Entdo, uma curva relacionando a absor¢cédo em cada tempo foi
construida e com essa curva, foi determinada uma equacédo relacionando os
diferentes tempos e absor¢gdes 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 incubagdo em placas de petri
contendo meio agar MacConkey e feitas as diluicdes de acordo com o método
quantitativo (Figura 5) para a contagem posterior de unidades formadoras de colbnias.
Essas placas ficaram em incubagéo a 37 °C por 24 horas e apos as contagens de
UFC’s foram realizadas. Esse teste foi feito em triplicata. Entdo, uma ultima relacao
entre os diferentes tempos, valor de absor¢cao obtidos no espectrofotbmetro e

quantidade de colbnias nas placas foi efetuada.
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3.2.3 Utilizagcado e validacido da curva de crescimento de crescimento de E. coli
ATCC® 25922TM por meio de avaliagado indireta por espectrofotometria utilizando

tecido funcionalizado com estrutura metal-organica

Para o teste com o tecido funcionalizado, a mesma metodologia foi
empregada, porém com a adigao do tecido funcionalizado de medidas 2,5 x 2,5 cm no
frasco contendo a suspensao de microrganismos E. coli na concentragédo de 1,5 - 3,0
x 108 UFC mL™", em 50 mL da solugdo tampao fosfato-salina e 50 yL de solugéo de
corante Resazurina. As leituras nos seguintes tempos: 0, 1, 2 e 4 horas entre
inoculagao e leitura no espectrofotometro. Faixa de leitura também de 400 a 700 nm,
porém somente leituras no tempo 0 e 1 hora foram emplacadas no agar MacConkey.

Esses tempos de emplacamento foram escolhidos para a comparagédo com o
teste quantitativo da secéo 3.2.1 que foram feitos nesses tempos, de acordo com a
norma. Apds o emplacamento, também foram incubadas a 37 °C por 24 horas. Entao
os valores de absorcéo obtidos e o numero de coldnias observados apds as 24 horas
de incubagdo, foram comparados aos numeros da curva de E. coli construida

anteriormente.



27

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Avaliagao microbiolégica dos substratos téxteis

4.1.1 Teste Quantitativo

Na Figura 6 € apresentado os resultados apos as 24 horas de incubacgéo das
placas onde é possivel observar a maior quantidade de unidades formadoras de
coldnias nas primeiras placas. As placas acima (Figura 6) sao referentes ao controle,
onde n&o foi inserido ao sistema o tecido funcionalizado com estrutura metal-organica
contendo cobre em sua composicdo e abaixo sao referentes ao processo em que

houve a inserg¢ao do substrato funcionalizado.

Figura 6 - Crescimento de coldnias de E. coli do teste quantitativo em agar MacConkey. Acima
placas do controle e abaixo sao referentes ao tecido funcionalizado

P |

Fonte: Autoria prépria (2021)

Para ser feita a quantificacdo de redugcao de colbnias, é necessario escolher
uma placa onde seja possivel 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 diluigdo numero 2 para a contagem.

O teste partiu da suspensao de microrganismos E. coli separados, inoculados
e previamente na concentragdo de 1,5 - 3,0 x 108 UFC mL™", 0,5 mc farland inseridos

em 50 mL de solugdo tampao fosfato-salina. A concentragao inicial desta solugéo
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parte de 1,5 — 3,0 . Para a placa numero 1, a diluicdo é de 1:10 (um para dez), ja a
numero 2, 1:100 (um para cem).

Na Figura 7, podemos observar a placa de diluicdo numero 2, onde foram
contadas 159 unidades formadoras de colbnia para a placa controle e 3 UFC’s para a
placa do tecido funcionalizado com estrutura metal-organica contendo cobre em sua
composicao. Isso representa uma concentragao inicial de microrganismos de 1,59 x
10° UFC mL", enquanto que a amostra testada, apds o contato dindmico com essa
quantidade de bactérias apresentou uma concentragdo de microrganismos de 0,3 x
104 UFC mL".

Figura 7 — Comparagao entre petris de diluigdo numero 2 do teste quantitativo. A esquerda
controle e a direita em relagao ao tecido funcionalizado com agente antimicrobiano

Fonte: Autoria prépria (2021)

A redugcao em porcentagem, de acordo com a equacgao (1), foi de 98,11%, e
a reducéo logaritmica (log1o) de acordo com a equacao (2) foi de 1,72, que remete a
uma redugao entre 90 e 99% (ENDUROCIDE, 2017; ALTAPURE, 2021). Os autores
Heliopoulos et al. (2013) estudaram o efeito antimicrobiano de um tecido de Ia
funcionalizado com cobre e obtiveram 91,3% de reducédo de E. coli em 1 hora de
contato e 100% apds 24 horas.

Outro estudo (RADETIC, MARKOVIC, 2019), envolvendo téxteis
funcionalizados com cobre, obtiveram 99,9% de reducao de colbnias em contato com

E. coli. Ou ainda téxteis com estruturas metal-organica processados em sintese direta
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com tecido de poliéster (EMAM; DARWESH; ABDELHAMEED, 2018), tecido de la
(LIS et al., 2019) e de algodao (RUBIN; NEUFELD; REYNOLDS, 2018), utilizando o
cobre como metal, obtiveram atividades antimicrobianas comprovadas. Dessa forma,
€ evidente que a funcionalizacido de diferentes tipos de fibras com estruturas metal-
organica utilizando o cobre, agrega e garante comportamento antimicrobiano aos

substratos.

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

avaliacao indireta por espectrofotometria quantitativamente aceitavel

Na Figura 8 é apresentada as 7 leituras no espectrofotdmetro da solugdo com
os seguintes tempos: 0, 1, 2, 4 e 6 horas entre inoculagcéo e leitura. Neste grafico
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 coloragao conforme células véo 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 mudanga pode ser vista na Figura 9, em que €&
apresentada a solugao no tempo zero a esquerda, e a direita, no tempo 6 horas. Nota
se que a solugdo 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 grafico 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 absorcdo com o comprimento de onda de 572 nm e construir

uma equagao com todos os pontos de leitura.



Figura 8 — Leitura de absorgio da solugao bacteriana nos diferentes tempos em
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Fonte: Autoria prépria (2021)
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Figura 9 — Diferenga entre o tempo zero (esquerda) e 6 horas (direita) na solugao bacteriana

com resazurina

Fonte: Autoria propria (2021)
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Na Tabela 1 é apresentada a quantidade de bactérias a partir das contagens
de colbnias das placas incubadas nos tempos: 0, 1, 2, 4 e 6 horas. Na Figura 10 é
apresentada o comportamento de crescimento das bactérias em relagdo ao tempo
utilizando os valores médios. Esses valores eram esperados pois, 0 crescimento de
E. coli ATCC® 25922™ nas primeiras horas, pode ser descrito como exponencial, mas
depois de algumas horas, as células entram em fase estacionaria, devido aos
limitantes do meio em que estao inseridas, e apos, fase de morte (BOLLENCAH, 2018;
COOPER, 2006)

Tabela 1 - Quantidade de bactérias em relagao ao tempo

1° teste (n° 2°teste (n°  3° teste (n° Média (n° Erro
Tempo (h) bactérias) bactérias) bactérias) bactérias) experimental
0 1,00 x 10° 1,84 x 108 1,19 x 108 1,04 x 108 5,08 x 10°
1 6,40 x 10° 1,65 x 108 1,57 x 108 1,29 x 108 3,24 x 10°
2 1,75 x 108 3,53 x 10° 3,53 x 108 2,94 x 10° 5,93 x 10°
4 2,47 x 107 8,00 x 10° 7,00 x 10° 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 prépria (2021)
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Figura 10 - Comportamento de crescimento das bactérias em relagdao ao tempo
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Fonte: Autoria propria (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, ndo estudando
completamente a fase estacionaria e de morte de comportamento bacteriano. Os
autores Ramirez et al. (2005) apresentam em seus estudos que entre 4 e 5 horas o
crescimento de E. coli ATCC® 25922™ comeca sua fase estacionaria pois os
nutrientes do meio comegam a se esgotar. Nao foi possivel relacionar totalmente com
os autores pois aqui nao foi explorado totalmente a fase estacionaria e de morte.

Com os valores do crescimento do numero de bactérias em relagcéo ao tempo,
foi possivel relacionar esses valores com a absorbancia colhida em cada horario no
espectrofotometro. Os valores sdo apresentados na Tabela 2 com os erros

experimentais, uma vez que o teste foi feito em triplicata.



Tabela 2 - Relagao entre nimero médio de bactérias e média de absorbancia

Tempo (h) Mé(ci}o?bs E":bsz' Méd. n° bac.
0 0,12308 0,00551 1,04 x 108
1 0,14704 0,00304 1,29 x 106
2 0,15868 0,00103 2,94 x 10°
4 0,27973 0,01201 13,2 x 108
6 0,36369 0,00160 94,1 x 10°

Fonte: Autoria prépria (2021)
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Agora, com os valores de absorbancia e numero de bactérias relacionados, &

possivel a construcdo de um grafico ajustado relacionando esses valores, os quais

sdo apresentados na Figura 11. Com a utilizacdo da fungcdo que descreve o

comportamento ABS x n° de bactérias, é possivel aproximar a quantidade de bactérias

de uma solucio de inéculo nas condigdes estabelecidas com esse método utilizando

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

Figura 11 — Comportamento de crescimento do niumero de bactérias em relagao a absorbéancia
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Fonte: Autoria prépria (2021)
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Este é classificado como método de leitura indireta, sendo desenvolvido para
a determinacédo de um ponto 6timo qualitativamente confiavel a partir de comparagao
com métodos quantitativos para amostras funcionalizadas. O objetivo aqui alcangado
foi a proposicdo desse método intermediario para testes quantitativos na selegcao de
amostras que se mostrem viaveis, reduzindo tempo e custos de analise antimicrobiana

quantitativa.

4.1.2 Utilizacado e validacdo da curva de crescimento de crescimento de E. coli
ATCC® 25922™ por meio de avaliagdo indireta por espectrofotometria utilizando

tecido funcionalizado com estrutura metal-organica

Na Tabela 3 € apresentado os valores de absorbancia e o erro experimental,
uma vez que o teste foi feito em duplicata, colhidas para o tecido funcionalizado com
estrutura metal-orgéanica contendo cobre em sua composigdo, imerso em solugéo
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 transicdo em sua composicao,
tais como prata, cobre e zinco, sdo capazes de inibir ou matar microorganismos e

podem ser denominados como materiais antibacterianos quimicos.

Tabela 3 — Média de absorbancia da solugao contendo tecido funcionalizado com agente
antimicrobiano em relagao ao tempo

Méd. abs Erro exp.

Tempo (h) (%) abs
0 0,13934 0,00907
1 0,16366 0,00348
2 0,16685 0,00264
4 0,15394 0,00115

Fonte: Autoria propria (2021)

Com a utilizagdo da equacgao da Figura 11 (y = 0,0543 In(x) — 0,6282), em que
y € o valor da absorbancia e x 0 numero aproximado de bactérias, é possivel estimar
a quantidade de bactérias na solugao com o valor de cada absorcédo colhida e os

valores sao apresentados na Tabela 4. Ainda, € apresentado o percentual de redugao
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obtido, de acordo com a equagao 1 em relacédo a média do numero de bactérias da

tabela 2 no horario 4 horas, uma vez que para os horarios anteriores, de acordo com

o0 método aproximado, ndo obteve-se reducdo. Isso pode ter ocorrido em razdo do

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

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

Tempo (h)

aproximado

Valor

Reducao
do n° de (%)
bactérias

0
1
2
4

3,7 x 106 -
5,8 x 106 -
6,1 x 10° -
4,8 x10° 63,63

Fonte: Autoria propria (2021)

Ja os dados do teste de contagem de col6nias em placas nos tempos 0 hora

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

escolhidos para a comparagao com o teste quantitativo da secao 4.1.1 que foram

feitos nesses tempos, de acordo com a norma.

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

Tempo (h) Méd n° bac Erro exp
0 1,76 x 10° 2,45 x 10°
1 9,45 x 104 6,68 x 10"

Fonte: Autoria prépria (2021)

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

uma reducgao de 94,63 % de atividade bacteriana e a redugéo logaritmica de acordo

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

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

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

de espectrofotometria s6 foi possivel obter um indicativo de reducéo apds 4 horas do

tecido imerso em solugao bacteriana com E. coli.
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Este método entao nos indica que pode ser utilizado para selegao de amostras
viaveis de forma qualitativamente aceitavel, uma vez que com a utilizagdo do corante
resazurina na solugao, apos 4 horas ja 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 meétodo, uma leitura da
solugdo em espectrofotbmetro no comprimento de onde 572 nm, apds 4 horas,

fornece uma estimativa quantitativa de percentual de redugéo microbiana.
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5 CONCLUSOES

Os téxteis em geral sdo reconhecidos por serem suscetiveis ao ataque de
microrganismos, podendo trazer inumeros maleficios aos seres humanos. Dessa
forma faz-se necessario a industria téxtii o desenvolvimento de artigos com
propriedades antimicrobianas no intuito de diminuir esses diversos problemas.

Para avaliacdo e determinacdo se um tecido possui tal atividade, fazem
necessarias algumas analises microbiolégicas de acordo com normas
preestabelecidas. Estes testes costumam utilizar diversos recursos e tempo para
avaliagdo de uma unica amostra, tornando essas analises com custos elevados.

Dessa maneira, o presente trabalho teve o objetivo na possivel simplificagéo
desses testes para selegcdo de amostras viaveis que ja se demonstram antibacterianas
de forma mais rapida com menos recursos.

O desenvolvimento do método se baseou nas normas ja existentes e
utilizacdo do corante resazurina (que possui coloragado azul) para criagdo de uma
relagéo entre cor e quantidade aproximada de microrganismos em uma solugédo, uma
vez que o crescimento bacteriano causam redugao neste corante, que passa a ser
resorufina, de coloragao rosa.

Com o desenvolvimento do método ficou evidente a mudanga de coloragao
nas solugdes contendo o corante com a utilizagéo de E. coli ATCC® 25922™. Ainda
uma relacao de intensidade da absorbancia e o numero de bactérias em solugao foi
feita confrontando dados de contagem em placas e valor da absorbancia em 572 nm
(pico da cor rosa).

Foi possivel obter um novo método na avaliacéo e selecdo de amostras téxteis
com potenciais antimicrobianos. Por exemplo, quando ha muitas amostras para se
avaliar, devido a um planejamento experimental, € demandado muito tempo e recurso
para essas analises de acordo com as normas atuais e este novo método proposto
pode ajudar nessas analises diminuindo consideravelmente a quantidade de ensaios,
uma vez que é possivel visualizar quais amostras possuem efeito antimicrobiano e
ainda estimar uma reducgao prévia. Com a utlizacdo desse método, apds 4 horas de
contato, foi possivel obter uma estimativa de 63,63% de redugao microbiana.

Para trabalhos futuros € necessario ajustar a acuracidade do método,
aumentando o numero de analises, 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® 25922™ em tempos maiores, investigando assim sua

fase estacionaria e de morte.
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