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Resumo

0 aumento da atividade industrial, especificamente no setor téxtil, exige cada vez mais a
implementacao de processos tecnologicamente inovadores e mais sustentaveis. O processo de
tingimento convencional utiliza corantes sintéticos e envolve 0 consumo de muitos recursos,
nomeadamente agua e energia, para além de ser altamente prejudicial para organismos vivos. A
consciencializacado do impacto ambiental e toxicidade inerentes a este processo, assim como o
aumento da procura de téxteis técnicos, tem conduzido a um crescente interesse no
desenvolvimento de corantes mais ecoldgicos e, em paralelo, ao desenvolvimento de agentes
funcionais mais sustentaveis. Neste contexto, o presente projeto teve como objetivo avaliar o
potencial do prépolis, enquanto agente funcional, no tratamento de malhas 100 % algod&o. Para
além de propriedades corantes, este produto natural produzido pelas abelhas e depositado nas
colmeias, possui propriedades antioxidantes e antibacterianas de grande interesse, criando assim

uma alternativa ecolédgica e inovadora a coloracdo e funcionalizacdo de téxteis.

A extracado dos compostos bioativos do propolis foi realizada através de uma extracdo em
etanol, sendo posteriormente preparada uma solucao adequada a coloracao da malha téxtil pela
tecnologia de esgotamento. No sentido de aumentar a reatividade superficial e melhorar a
afinidade ao prépolis, foram realizados pré-tratamentos na malha com alumen de potassio, acido
tanico, plasma atmosférico (oxigénio) e quitosano. A caracterizacdo dos provetes coloridos e
funcionalizados envolveu a avaliacdo da cor e das atividades antioxidante e antibacteriana, prévia
e posteriormente a varios ciclos de lavagem. Na analise da cor verificou-se que, de modo geral, as
diferencas de cor aumentaram com o aumento de ciclos de lavagens. A avaliacao da atividade
antioxidante, por ABTS, permitiu confirmar que a solucao de biocoloracao conferiu a malha de
algodao capacidade redutora superior a 90 %. A funcionalizacdo do algoddo com alumen de
potassio e com a solucdo de biocoloracao permitiu manter esta percentagem, mesmo apds 5
ciclos de lavagem. A analise antibacteriana revelou inibicdo do crescimento de Staphylococcus
aureus para o algodao funcionalizado apenas com a solucao de biocoloracao. A amostra em estudo
demonstrou uma diminuicao na acao inibitdria com as lavagens, mas o uso de alumen de potassio

permite manter a propriedade antibacteriana apds 5 ciclos de lavagem.

Palavras — chave: biocoloracao, bioatividade, propolis, téxteis multifuncionais, sustentabilidade
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Abstract

The increase in industrial activity, particularly in the textile sector, increasingly requires the
implementation of technologically innovative and more sustainable processes. The conventional
dyeing process uses synthetic dyes and involves the consumption of many resources, namely water
and energy, in addition to being highly harmful to living organisms. The awareness of the
environmental impact and toxicity inherent to this process, as well as the increased demand for
technical textiles, have led to a growing interest in the development of more ecological dyes and,
in parallel, to the development of more sustainable functional agents. In this context, this project
aims to evaluate the potential of propolis as a functional agent in the treatment of 100% cotton
knits. In addition to colouring properties, this natural product produced by bees and deposited in
hives, has antioxidant and antibacterial properties of great interest, thus creating an ecological and

innovative alternative to the colouring and functionalization of textiles.

The extraction of bioactive compounds from propolis was carried out through an ethanol
extraction, after which a suitable solution was prepared for the colouring of the textile mesh by the
depletion technology. In order to increase the surface reactivity and improve the affinity to propolis,
mesh pretreatments were carried out with potassium alum, tannic acid, atmospheric plasma
(oxygen) and chitosan. The characterization of the coloured and functionalized test pieces involved
the evaluation of colour and of the antioxidant and antibacterial activities, before and after several
washing cycles. In the colour analysis it was found that, in general, the colour differences increased
with the increase of washing cycles. The evaluation of antioxidant activity, by ABTS, allowed to
confirm that the biocoloration solution gave the cotton fabric a reduction capacity greater than 90%.
The functionalization of cotton with potassium alum and with the solution of biocoloration allowed
to maintain this percentage, even after 5 washing cycles. Antibacterial analysis revealed an
inhibition of Staphylococcus aureus growth for the functionalized cotton with only the biocoloration
solution. The sample under study showed a decrease in the inhibitory action with washing, but the

use of potassium alum allows to retain the antibacterial property after 5 washing cycles.

Key Words: Biocoloration, bioactivity, propolis, multifunctional textiles, sustainability
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algodao a solucao de biocoloracao. C — Banho termostatico onde decorre a etapa de esgotamento.
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aureus (MSSA) (A) e Methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA), Bacillus megaterium,
Propionibacterium acnes (B). O controlo foi uma placa de meio LB sem SB. As bactérias foram
cultivadas em LB a 37 °C, 200 rpm, até ser obtida uma D.O.«wentre 0,4 e 0,6. Posteriormente,
as culturas foram diluidas de forma seriada até a diluicdo 104 e 5 pL de cada diluicdo foram
pipetados para meio sélido, em placas contendo diferentes concentracdes de SB. a - meio LBA, b

— LBA e etanol, ¢ - meio LBA contendo SB a 0,1 % e d - meio LBA com SB a uma concentracéo

Figura 19. Forca coloristica (K/s) dos provetes biocoloridos com a solucéo de biocoloracao (SB).
As amostras utilizadas foram algodao (CO), algodao tratado simultaneamente com alumen de
potassio (CO + AP), algodao pré-tratado com alimen de potassio (CO_ptAP) e algodao tratado
simultaneamente com 1 % de glioxal e 1 % de sulfato de aluminio (CO + 1%Gli-1%SA). As amostras
foram analisadas previamente as lavagens (O ciclos), e apds 1, 3 e 5 ciclos de lavagem, numa
maquina de lavar doméstica. Os resultados sdo apresentados como a média de duas réplicas

efetuadas, para cada condicao, e respetivo desvio padrao. ..........ccceeeevcveieeiiiieee e 54
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Figura 20. Diferenca de cor (AE), calculada pela equacéo 1, para cada condicao testada, apos os
diferentes ciclos de lavagem. Os resultados s@o apresentados como a média de duas réplicas para
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Figura 21. Atividade antioxidante de téxteis funcionalizados com a solucdo de biocoloracao (SB) e
dos respetivos téxteis controlo nao tingidos. L-cisteina (0,3 g/L) foi usada como controlo positivo.
Os resultados sao apresentados em termos da média de trés réplicas para cada condicao e
respetivo desvio padrdo. As médias foram analisadas através de comparacées multiplas entre
controlo positivo, a solucao de biocoloracao (SB) e o algodao (CO) com as restantes amostras,
recorrendo ao teste One-way ANOVA (letras diferentes entre 2 valores indicam diferencas

estatisticas significativas pelo teste 7uhey (P< 0,05)). .vveeiiiiiiiee e 57

Figura 22. Atividade antioxidante de téxteis funcionalizados com a solucdo de biocoloracao (SB)
num intervalo de 8 meses. A atividade antioxidante foi avaliada em janeiro e em setembro de
2020, apds cada uma das funcionalizacdes. O controlo positivo foi L-cisteina (0,3 g/L) e o controlo
negativo é constituido pelos téxteis nado tingidos. As amostras utilizadas foram algodao (CO),
algodao tratado simultaneamente com alumen de potassio (CO + AP), algodao pré-tratado com
alumen (CO_ ptAP) e algodao tratado simultaneamente com glioxal e sulfato de aluminio a 10 g/L
(CO + 1%Gli-1%SA). Os resultados sao apresentados como a média de trés réplicas para cada
condicao e respetivo desvio padrdo. As médias foram analisadas através de comparacdes
multiplas, recorrendo ao teste One-way ANOVA (letras diferentes entre 2 valores indicam diferencas

estatisticas significativas pelo teste 7uhey (P< 0,05)). .vveveiiiiiieiiiee e 60

Figura 23. Atividade antioxidante da malha de algoddo funcionalizada com a solucdo de
biocoloracdo (CO + SB) medida logo apds o tingimento e decorridos 8 meses, usando L-cisteina
(0,3 g/L) como controlo. Os resultados sdo apresentados como a média de trés réplicas para cada
condicdo e respetivo desvio padrdo. As médias foram analisadas recorrendo ao teste One-way
ANOVA (letras diferentes entre 2 valores indicam diferencas estatisticas significativas pelo teste

TUKEY (DS 0,05))-.-vvo oo e e e oo 61

Figura 24. Atividade antioxidante de téxteis funcionalizados com a solucao de biocoloracédo (SB) e
respetivos controlos apos 1, 3 e 5 ciclos de lavagem. L-cisteina (0,3 g/L) foi usada como controlo
positivo. As amostras utilizadas foram algoddo (CO), algoddo tratado simultaneamente com
alimen de potassio (CO + AP), algodado pré-tratado com alumen (_ptAP) e algodao tratado

simultaneamente com glioxal e sulfato de aluminio a 10 g/L (CO + 1%Gli-1%SA). Os resultados sao
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apresentados como a média de trés réplicas para cada condicao e respetivo desvio padrao. As
médias foram analisadas através de comparacdes multiplas, recorrendo ao teste One-way ANOVA

(letras diferentes entre 2 valores indicam diferencas estatisticas significativas pelo teste 7ukey (p<

Figura 25. Curva de crescimento de Staphiviococcus aureus ATCC 6538 em contacto com malhas
de algodao funcionalizadas com solucdo de biocoloracdo (SB) e os respetivos controlos. As
amostras utilizadas foram algoddo (CO), algodao tratado simultdneamente com alimen de
potassio (CO + AP) ou com &acido tanico (CO + AT). Os téxteis foram colocados numa cultura
bacteriana em meio LB com uma D.0O.s inicial de 0,05, sendo a incubacao a 37 °C e 200 rpm.
A D.O.« foi medida ao longo de 5,5 horas. Apresentam-se os valores médios de trés réplicas

efetuadas, para cada ponto, e respetivo desvio Padrao. .......ccceeeiveeeeiiicieie e 65

Figura 26. Curva de crescimento de Staphiyiococcus aureus ATCC 6538 em contacto com malhas
de algodao funcionalizadas com solucdo de biocoloracdo (SB). As amostras utilizadas foram
algodao (CO), algodao pré-tratado com alumen de potassio (CO_ptAP) e algoddo pré-tratado com
alimen de potassio e simultaneamente com acido tanico (CO_ptAP + AT). Os téxteis foram
colocados numa cultura bacteriana em meio LB com uma D.O.« inicial de 0,05, sendo a
incubacdo a 37 °C e 200 rpm. A D.O.«0 foi medida ao longo de 5,5 horas. Apresentam-se o0s

valores médios de trés réplicas efetuadas, para cada ponto, e respetivo desvio padréo............. 67

Figura 27. Curva de crescimento de Staphiylococcus aureus ATCC 6538 em contacto com malhas
de algodao funcionalizadas com solucdo de biocoloracdo (SB). As amostras utilizadas foram
algodao (CO), algodao pré-tratado com acido tanico (CO_ptAT) e algodao pré-tratado com acido
tanico simultaneamente com alumen de potéssio (CO_ptAT + AP). Os téxteis foram colocados
numa cultura bacteriana em meio LB com uma D.O.« inicial de 0,05, sendo a incubacdo a 37 °C
e 200 rpm. A D.O.s0 foi medida ao longo de 5,5 horas. Apresentam-se os valores médios de trés

réplicas efetuadas, para cada ponto, e respetivo desvio padrao. .........cccceeeevrevicieeeiiiiieee e, 68

Figura 28. Curva de crescimento de Staphiylococcus aureus ATCC 6538 em contacto com malhas
de algodao funcionalizadas com solucdo de biocoloracdo (SB). As amostras utilizadas foram
algodao (CO), algodao tratado simultaneamente com glioxal e sulfato de aluminio a 10 g/L (CO +
1%Gli-1%SA) e tratado simultaneamente com glioxal e sulfato de aluminio a 15 g/L e 5 g/L,
respetivamente (CO + 1,5%Gli-0,5%SA). Os téxteis foram colocados numa cultura bacteriana em

meio LB com uma D.O.« inicial de 0,05, sendo a incubacdo a 37 °C e 200 rpm. A D.O.« foi
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medida ao longo de 5,5 horas. Apresentam-se os valores médios de trés réplicas efetuadas, para

cada ponto, € respetivo deSVIO PAAIB0........cveeieiiriiee et 68

Figura 29. Curva de crescimento de Staphylococcus aureus ATCC 6538 em contacto com malhas
de algodao funcionalizadas com solucdo de biocoloracdo (SB). As amostras utilizadas foram
algodao (CO), algoddo pré-tratado com quitosano (CO_ptQ), algoddo pré-tratado com quitosano
simultaneamente com alimen de potassio (CO_ptQ + AP) e algodao pré-tratado com quitosano
simultaneamente com &cido tanico (CO_ptQ + AT). Os téxteis foram colocados numa cultura
bacteriana em meio LB com uma D.0O. inicial de 0,05, sendo a incubacao a 37 °C e 200 rpm.
A D.O.« foi medida ao longo de 5,5 horas. Apresentam-se os valores médios de trés réplicas

efetuadas, para cada ponto, e respetivo desvio Padrao. .......ccceeeiveeeeiiicieie e 71

Figura 30. Curva de crescimento de Staphiyiococcus aureus ATCC 6538 em contacto com malhas
de algodao funcionalizadas com solucdo de biocoloracdo (SB). As amostras utilizadas foram
algodao (CO), algodao pré-tratado com plasma (CO_ptP), algoddo pré-tratado com plasma
simultaneamente com alumen de potassio (CO_ptP + AP) e algoddo pré-tratado com plasma
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1. Introducéo




Atualmente, a poluicao aquatica € um dos maiores problemas a nivel global, devido a
libertacao de varios produtos quimicos nos cursos de agua como consequéncia de processos
industriais (Shanmugam et a/,, 2018). Os corantes residuais de diferentes origens, tais como das
industrias téxtil e cosmética, sdo os principais responsaveis pela poluicdo aquatica. Em 2019 foi
estimada uma libertacdo anual de mais de 280 000 toneladas de corantes téxteis nos cursos de
agua (Tabasum et al,, 2019). Os corantes téxteis sdo amplamente utilizados para tingir nylon, 1a,
seda, algodao e couro devido aos seus reduzidos custos, reprodutibilidade e ampla gama de
tonalidades (Baaka et a/., 2017). Porém, alguns corantes téxteis, nomeadamente os sintéticos,
sao prejudiciais para os seres humanos devido a sua possivel toxicidade e carcinogenicidade
(Benkhaya et al,, 2020). Além disso, também podem afetar a atividade fotossintética das plantas
aquaticas, ao evitar a penetracdo da luz solar, e serem tdéxicos para a fauna e flora aquaticas

devido a presenca de sais metalicos, entre outros (Selvaraj ef a/., 2020).

A necessidade de contornar este problema para o ambiente tem conduzido ao incentivo
da utilizacao de produtos naturais, especialmente a reintroducdo de corantes naturais no
tingimento de fibras téxteis (Ticha ef a/, 2016). Estes corantes naturais apresentam diversas
vantagens quando comparados com 0s sintéticos: para além de serem obtidos a partir de varias
fontes naturais como plantas, insetos e/ou fungos, o residuo resultante do tratamento do efluente
¢ biodegradavel e compativel com o meio ambiente, apresentando baixa toxicidade e efeitos
alergénicos reduzidos (lbrahim et a/ 2010; Hou et a/, 2013). Adicionalmente, conferem
frequentemente a possibilidade de transferéncia de diversas propriedades bioldgicas,
nomeadamente a atividade antimicrobiana e antioxidante, possibilitando assim a funcionalizacao
dos substratos (Haji e Naebe, 2020). Portanto, torna-se essencial reforcar a investigacao nesta
area, de forma a otimizar e a rentabilizar a utilizacdo de tais corantes naturais para um

desenvolvimento capaz de responder as necessidades das industrias téxteis.

No seguimento desta problematica, de encontrar alternativas aos processos de tingimento
convencionais, 0s objetivos do presente trabalho centram-se na avaliacao do potencial de propolis,
um produto natural proveniente das colmeias, na coloracdo e funcionalizacdo de téxteis de
algodao, avaliando-se a performance dos substratos biocoloridos em termos da solidez da cor e

das propriedades antimicrobiana e antioxidante a lavagem.

Inicialmente, a preparacao do extrato de propolis e a avaliacao das suas bioatividades

(atividade antimicrobiana e antioxidante) foram realizadas no Departamento de Biologia da



Universidade do Minho. Posteriormente, os ensaios de coloracao a escala micro-laboratorial foram
concretizados no Centro de Nanotecnologia Materiais Técnicos, Funcionais e Inteligentes (CeNTI).
Também nas instalacdes do CeNTI foi realizado o scale up dos ensaios preliminares, assim como
a avaliacao dos parametros de cor e da atividade antioxidante dos provetes coloridos. Os ensaios
para caracterizacdo das propriedades antibacterianas dos provetes coloridos foram realizados no

Departamento de Biologia da Universidade do Minho.
1.1. Industria téxtil

0 aumento populacional e a globalizacdo criaram a necessidade de producdo em grande
escala em diversas industrias, nomeadamente na industria téxtil, de modo a atender as
necessidades do mercado (Carvalho e Santos, 2016; Selvaraj et a/., 2020). Atualmente é uma das
industrias mais globalizadas do mundo, sendo uma relevante fonte de rendimento e emprego de
varios paises. Gera cerca de 825 bilides de euros e emprega aproximadamente 35 milhdes de
trabalhadores em todo mundo, tornando-se importante para a coesdo econémica e social (Lellis
et al., 2019). Em paises em desenvolvimento como a China, india, Paquistéo ou Indonésia, entre
outros (Bahadur e Bhargava, 2019), esta é uma industria primordial, com um papel vital na

economia (Lellis et af., 2019).

Considerada a segunda maior industria poluidora do mundo (Benkhaya et a/., 2020), a
industria téxtil esta focada em reduzir a sua pegada ecologica através da economia circular e da
sustentabilidade da producdo. De facto, as empresas estdao a adaptar-se para incorporar fibras
recicladas e organicas, assim como fibras sintéticas biodegradaveis, tendo aumentado a procura
por fios sustentaveis e com baixo impacto no meio ambiente (Direcdo Geral das Atividades
Economicas (DGAE), 2018). Por exemplo, a Somelos Tecidos produz um tecido sustentavel e
biodegradavel, que combina algoddo com fibra de viscose, extraido do caule da rosa. Outro
exemplo de empresa com boas praticas é a Riopele, que produz tecidos funcionais e inovadores
a partir de matérias-primas recicladas e incorporando ingredientes extraidos de residuos
agroalimentares para lhes conceder funcionalidades como a neutralizacdo de odores ou
propriedades antinddoas. A Penteadora — Sociedade Industrial de Penteacao e Fiacdo de Las utiliza
os desperdicios téxteis das suas empresas e cria um tecido cardado feito com, pelo menos, 50 %
de residuos de la. Outras empresas trabalham com tecidos e pecas elaboradas a partir dos seus

proprios residuos, usando fibras recicladas, biodegradaveis ou feitas a partir de produtos naturais



alternativos como a urtiga, ou usam botdes produzidos com varios tipos de residuos, como papel,

cortica, casca de arroz ou serrim (DGAE, 2018).

Em Portugal, a industria téxtil e do vestuario representa um dos setores mais importantes
na economia nacional, devido a criacdo de empregos e de riqueza, somando mais de 150 anos
de atividade produtiva em grande escala (Nunes ef a/, 2015). Em 2018, este setor empregava
135521 pessoas (44837 nos téxteis e 90684 no vestuario), o que representava cerca de 19,7 %

do total da industria transformadora (DGAE, 2018).

1.1.1. Fibras téxteis: Algodéo

A industria téxtil tem como base a utilizacao de fibras. O Instituto Téxtil define fibra como
uma matéria prima que normalmente se caracteriza pela sua flexibilidade, finura e elevada relacéo
entre comprimento e espessura, podendo ser de dois tipos: naturais e ndo naturais (Broadbent,
2001). As fibras de origem natural sdo produzidas pela natureza (por exemplo, algoddo), enquanto
as ndo naturais sdo obtidas por processos industriais a partir de material sintético (por exemplo,
poliéster). As fibras naturais podem ser ainda divididas em trés subgrupos consoante a sua origem:
animal, como a la e a seda, que sao a base de proteinas; vegetal, que tm como constituinte a
celulose e onde se incluem o algodao, o linho e o rami; e as fibras de origem mineral, mais
precisamente o amianto. Por sua vez, as fibras ndo-naturais podem ser sintéticas, se sao obtidas
a partir de polimeros que sao transformados por acédo de reagentes quimicos, como por exemplo
o poliéster; ou artificiais, como a viscose, que sdo fibras existentes na natureza numa forma nao
utilizavel mas que se tornam funcionais através de processos quimicos (Broadbent, 2001; Sinclair,

2014; Burkinshaw, 2016). A Figura 1 mostra a classificacao geral das fibras téxteis.

— Animal — L&, pélos e seda
— Naturais T Vegetal —1 Algodao, linho e rami
L
D
EJ — Mineral — Amianto
il =
S
T | Sintéticas Acr|||co,. poIllester e
poliamida
— N&o-naturais =
— Artificiais — Viscose

Figura 1. Classificacao geral e exemplos de fibras téxteis (adaptado de Sinclair, 2014).
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As fibras naturais sao utilizadas como matéria-prima para a producédo de téxteis desde
tempos histéricos. No século XIX, os cientistas desenvolveram as fibras sintéticas, como a viscose,
0 nylon e o poliéster, que afetaram a producao de fibras naturais (Pensupa ef a/,, 2017). Contudo,
hoje em dia, devido as crescentes preocupacdes sobre o uso de recursos ndo naturais, as fibras

naturais tém captado uma atencao renovada (Balla ef a/., 2019).

0 algodao ¢é a fibra natural mais utilizada na industria téxtil, devido as suas excelentes
caracteristicas, como suavidade, elevada hidrofilicidade, conforto, boa capacidade de descarga
estatica, facil tingimento, aliado ao facto de ser renovavel e biodegradavel (Haji, 2013; Eid e
Ibrahim, 2020). Deriva de uma planta do género Gossypium e é composta principalmente por
celulose, um polimero formado a partir de unidades monomeéricas de glicose (Pisitsak et a/., 2016),

que pode ser descrito quimicamente como poli(1,4- 3 -D-anidroglucopiranose) (Figura 2). Dada a

presenca de numerosos grupos -OH, o algodao é uma fibra higroscopica e facilmente tingivel com
corantes. No entanto, a eficiéncia da fixacao dos corantes, nomeadamente os naturais, nesta fibra,
¢ relativamente baixa. Quando imerso em agua, como acontece durante o processo de tingimento,
0 algoddo apresenta carga negativa conferida pelos grupos carboxilo e hidroxilo. Como a maioria
dos corantes naturais apresenta também carga negativa, ha repulsao entre as cargas negativas
na superficie da celulose e os corantes naturais (Haji e Naebe, 2020). Para ultrapassar este
problema e melhorar a coloracao com corantes naturais, varios processos de tratamento podem
ser aplicados, incluindo a utilizacdo de mordentes como bio-mordentes e sais metalicos (Sinha ef
al., 2016; Adeel et al,, 2018), cationizacao (Ticha et a/., 2016), tratamento com quitosano (Haiji ef
al, 2016; Haji, 2017), tratamento com plasma (Ahmed et a/,, 2017; Gorjanc et a/., 2018) ou
tratamento com proteinas vegetais (Pisitsak ef a/., 2016).

OH OH

OH \ o OH
HO— ™~ /7 —\— HO— 7 o ) —
L 07 HO - 3 —0—_ /. Of 0

- DI_HTR i DH--- 7\

OH OH

Figura 2. Estrutura quimica da celulose (retirado de Rattanaphani et a/., 2007).

As fibras de algoddo constituem também um meio favoravel para o crescimento de
microrganismos - que podem multiplicar-se rapidamente em condicfes basicas de humidade,
nutrientes e temperatura -, sdo suscetiveis ao amassar e apresentam efeitos negativos

relacionados com a higiene e com a deterioracdo do tecido (Singh ef a/, 2005; Karolia e



Mendapara, 2007). Neste sentido, uma nova geracao de téxteis de algodao com caracteristicas
funcionais tem vindo a ser desenvolvida em resposta as necessidades e estilo de vida do

consumidor (Zhou e Kan, 2013).

1.2. Tingimento téxtil

0 tingimento ou coloracdo do substrato téxtil € um processo de adicdo de cor ao material
téxtil, ocorrendo uma modificacao fisico-quimica do mesmo que o pode levar a adquirir infinitas
cores (Samsami et al., 2020). O nivel de tingimento depende de fatores como a reatividade quimica
do corante para a fibra, a concentracdo de corante, o tipo de téxtil a tingir, a temperatura e os
auxiliares utilizados durante o processo (Ratnapandian, 2013). A cor devera permanecer inalterada
durante o tempo de vida util do artigo. Para além da cor inicial do produto, os consumidores
preocupam-se com a solidez da cor as lavagens, a exposicdo a luz e a transpiracao (Carvalho e

Santos, 2016).

A arte de tingir envolve a utilizacdo de corantes, mas também de produtos auxiliares que
permitem controlar as forcas quimicas responsaveis pela adsorcao, absorcao e fixacdo destes
compostos corados as fibras. O processo de tingimento envolve trés etapas: a preparacéo, o
tingimento e o acabamento. A preparacao consiste na remocao das impurezas indesejadas
presentes no material téxtil, através de uma lavagem em meio aquoso com substancias que podem
ser alcalinas, detergentes ou enzimas, sendo esta etapa realizada pelo fornecedor. Na etapa de
tingimento é aplicada a cor no material téxtil, tendo vindo a ser privilegiados corantes sintéticos.
Ao longo deste processo adicionam-se os corantes e os auxiliares - como acidos, bases, eletrdlitos,
agentes tensioativos e quelantes, entre outros - para que o substrato téxtil obtenha uma cor
uniforme e com elevada solidez. Por fim, o acabamento envolve o tratamento com compostos

quimicos com o proposito de conferir uma melhoria na qualidade do téxtil (Ratnapandian, 2013).

Na industria téxtil existem duas metodologias principais de coloracdo: a continua e a
descontinua. Na primeira, também conhecida por foulardagem (Figura 3), o téxtil passa por um
banho e, posteriormente, entre dois rolos, a uma determinada pressao e velocidade, de modo a
remover o excesso de solucao e garantir que o corante é transferido uniformemente para a fibra

(Ratnapandian, 2013; Munoz et al,, 2017).
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Figura 3. Diagrama representativo do processo de foulardagem (adaptado de Ratnapandian, 2013).

Na metodologia descontinua, usualmente designada como esgotamento, o téxtil € imerso
numa solucéo contendo o corante, durante um certo periodo de tempo e a uma determinada
temperatura, podendo estes fatores variar consoante a natureza do corante e da fibra (textura,
morfologia e composicdo) (Ratnapandian, 2013). Esta tecnologia € mais complexa que a anterior,
uma vez que é necessario agitacdo continua e um controlo das condicoes de temperatura e pH.
O banho de esgotamento é caracterizado por causar uma diminuicdo na quantidade de corante
no banho e um aumento da concentracdo do mesmo no material téxtil a ser tingido (Munoz et af.,

2017).

Os corantes sdo compostos organicos, insaturados, com uma estrutura relativamente
complexa que absorvem luz e conferem cor na regiao do visivel (Benkhaya et a/., 2020). A parte
insaturada ¢ denominada cromoforo que, na luz visivel, tem a capacidade de absorver e refletir
uma determinada cor. Para se obter uma cor intensa é necessaria também a presenca de grupos
recetores e doadores de eletrdes chamados auxocromos (-CO, -NO., -OH, -OCHs). Além da
propriedade corante, estes compostos exibem geralmente boa solubilidade em agua, o que se
torna bastante importante, uma vez que os tingimentos ocorrem normalmente em meio aquoso

(Carvalho e Santos, 2015; Burkinshaw, 2016; Beldean-Galea ef a/., 2018).

Existe um elevado numero de classes de corantes para aplicacao téxtil disponiveis no
mercado, nomeadamente acido, azoico, basico, cuba, direto. No entanto, devido a grande
diversidade de fibras existentes e as suas propriedades fisico-quimicas extremamente variaveis,
torna-se impossivel encontrar um corante e um processo de tingimento que possam ser
universalmente aplicados a todas elas (Burkinshaw, 2016). Qutra propriedade que importa

considerar ¢ a afinidade dos substratos téxteis - uma propriedade intrinseca da matéria, na qual



um corpo tem maior ou menor tendéncia a interagir com outro -, podendo neste contexto ser
definida como a diferenca entre o potencial quimico do corante na fibra e o seu correspondente
potencial quimico no banho de tingimento em condicdes especificadas de temperatura,

concentracao, relacdo de banho e pH (Burkinshaw, 2016).

1.2.1. Coloragédo natural em substratos téxteis

Desde os tempos pré-historicos, os corantes naturais tém sido utilizados para diversos
fins, nomeadamente para o tingimento téxtil (Sinha ef a/, 2012). No entanto, com a
industrializacao e a descoberta de corantes sintéticos, a utilizacao de corantes naturais declinou
rapidamente, levando a sua substituicdo quase completa pelos sintéticos. Estes ultimos
apresentam caracteristicas essenciais ao tingimento, como estabilidade a luz, distribuicao
uniforme, elevado grau de fixacao e resisténcia ao processo de lavagem (Baaka et al., 2017; Rather
et al, 2017). Contudo, os corantes sintéticos ndo sdo biodegradaveis e apresentam niveis
perigosos de substancias com efeitos mutagénico e carcinogénico, sendo prejudiciais para os
seres vivos e meio ambiente (Beldean-Galea ef a/, 2018). Portanto, ha um crescente interesse na

reintroducdo dos corantes naturais como substancias ecologicas e atoxicas (Haji e Naebe, 2020).

Os corantes naturais provém de recursos naturais e sao, geralmente, classificados como
vegetais, animais e minerais, com base na sua origem (Beldean-Galea ef a/., 2018; Zerin et al.,
2019). Os corantes naturais, principalmente os obtidos de plantas, produzem diferentes cores,
como amarelo, verde, rosa/vermelho, azul, castanho e uma combinacao entre estas (Zhou ef a/.,
2015). Além disso, sao constituidos principalmente por flavondides, que apresentam diferentes
propriedades biolégicas como atividade antioxidante e antimicrobiana, entre outras (Zerin ef al,
2019). A utilizacao destes corantes nos processos de tingimento pode ser vista como um passo
para o desenvolvimento continuo de processos de tingimento e acabamento téxtil, e para uma
maior sustentabilidade, nomeadamente no que diz respeito ao consumo de agua, produtos

quimicos e energia (Bechtold ef a/., 2003).

Os corantes naturais podem também ser classificados, de acordo com a sua estrutura
quimica, em antraquinonas, o-hidroxinaftoquinonas, antocianinas, carotenoides, diidropiranos,

flavonoides e indigo (Tabela 1) (Siva, 2007; Patel, 2011; Saxena e Raja, 2015; Girses, 2019).



Tabela 1. Classificacdo dos corantes naturais segundo a sua estrutura quimica (adaptado de Siva, 2007;
Patel, 2011; Saxena e Raja, 2015, Giirses, 2019).
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Do ponto de vista ambiental, a utilizacdo de corantes naturais no processo de tingimento
¢ bastante vantajosa e confere maior seguranca para o planeta, pois sendo renovaveis e
biodegradaveis contribuem para a reducédo do uso de corantes de base petrogquimica (Ibrahim, ef
al., 2010; Hou et al, 2013; Beldean-Galea ef a/., 2018; Zerin et al,, 2020). Assim, podem ajudar
a ultrapassar muitos dos problemas associados aos corantes sintéticos, como a poluicéo da agua
e a producdo de efeitos colaterais nos seres vivos (Ticha et al, 2016), para além de

proporcionarem a producdo de cores suaves e atrativas para o consumidor (Haji e Naebe, 2020).



Apesar das suas inerentes vantagens, os corantes naturais apresentam também algumas
limitacOes. Entre elas incluem-se a dificuldade de reproduzir as cores pretendidas de forma
continua e a falta de conhecimento técnico aprofundado acerca dos processos de extracédo e de
tingimento. Baixos rendimentos de extracdo requerem, por vezes, maior quantidade de corante e
mais tempo de tingimento. Adicionalmente, a aplicacao dos corantes naturais nos téxteis como
passo Unico nao é suficiente para ocorrer ligacao ao substrato, dai ser frequentemente necessario
recorrer a utilizacdo de auxiliares para melhorar a fixacdo da cor e, consequentemente, a sua

solidez (Kumar e Konar, 2011; Zerin et a/., 2019; Haiji e Naebe, 2020).

1.2.1.1. Otimizacéo dos processos de biocoloracdo téxtil

Tendo em conta as limitacbes do tingimento com corantes naturais, ja mencionadas,
torna-se fundamental a adicdo de agentes auxiliares no processo (Kumar e Konar, 2011). Estes
auxiliares - que podem ser mordentes (como aliimen de potassio), ou agentes de ligacdo (como o
glioxal) ou enzimas (como a lacase) — podem ser adicionados durante a etapa de coloracdo, ou
ser utilizados para efetuar um pré ou pés-tratamento ao substrato téxtil (Ratnapandian, 2013).
Muitos destes processos ja estdo estabelecidos na coloracéo de téxteis para melhorar a afinidade

e a solidez as lavagens.

Utilizacdo de mordentes

Os mordentes sao compostos utilizados para facilitar a ligacdo entre o corante e os téxteis
(Shahid et a/, 2013). Na industria téxtil, os mais utilizados sdo os derivados de metais, como
aluminio, ferro, cobre e estanho, na forma de sais. O alimen de potassio, de baixo custo, boa
disponibilidade e uso seguro, é o mordente metalico mais usado. Os taninos e o acido tanico,
compostos fendlicos presentes nas plantas, podem também ser usados como mordentes e
introduzem grupos hidroxilo e carboxilo nas fibras (Shahid et a/, 2013; Tang et a/., 2018). Os
diferentes tipos de mordentes podem originar cores distintas a partir do mesmo corante natural,
bem como influenciar o brilho e a solidez da cor (Kumar e Konar, 2011). O mordente ideal sera
aquele que produzir um bom rendimento tintorial, em condicdes de tingimento exequiveis e a baixo
custo, sem comprometer as propriedades das fibras. E igualmente importante que o mordente

nao produza qualquer efeito nocivo.

Os mordentes podem ser aplicados em 3 fases distintas: pré-mordentagem, mordentagem

em simultaneo (/7 sift) ou péds-mordentagem. Na pré-mordentagem, os téxteis sdo inicialmente
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tratados com uma solucéo aquosa que contém os mordentes e posteriormente tingidos. Por sua
vez, quando a mordentagem é realizada em simultadneo com a coloracéo, o mordente é adicionado
diretamente no banho de coloracao, onde o téxtil ficara submerso. Relativamente ao processo pds-
mordentagem, o téxtil é tingido primeiro e posteriormente tratado com o mordente, utilizando-se

um banho distinto daquele previamente usado na coloracéo (Kundal et a/, 2016).

Yusuf et al. (2012) recorreram a extratos de folhas de /awsonia inermis para investigar as
propriedades de tingimento em fios de 1, realizando uma pré-mordentagem com sais metalicos,
como o alumen de potassio e o sulfato de ferro. Demonstraram que a utilizacdo de mordentes se
traduziu numa melhor absorcao do corante e em melhores propriedades de solidez da cor
(exposicdo a luz, lavagem e friccdo), comparativamente aos resultados obtidos sem pré-
mordentagem. Ali ef a/. (2010) testaram um corante natural extraido da casca de Acacia nilotica
no tingimento de tecidos de algodao, comparando os ensaios com e sem mordentes, em termos
de caracteristicas de cor e propriedades de solidez. Os autores verificaram que a pré-mordentagem
com &cido tanico, sulfato ferroso, sulfato de zinco e sulfato de aluminio ndo s6 melhorou a
profundidade da cor e o brilho, mas também as propriedades de solidez do corante natural (Ali ef

al., 2010).

Utilizacao de enzimas

O recurso a enzimas para alterar a superficie de um téxtil também ¢é possivel, com
diferentes tipos de enzimas como proteases, amilases, lipases, diastases e lacases a poder ser
aplicadas nas diferentes etapas do processamento (Shahid ef a/,, 2013). A sua utilizacdo permite
o desenvolvimento de metodologias nao prejudiciais ao meio ambiente, durante o processamento
de fibras téxteis, e de estratégias que visam melhorar a qualidade do produto final. As enzimas
possuem caracteristicas que as tornam favoraveis relativamente aos compostos quimicos
convencionais, ou aos catalisadores microbianos, tais como a elevada eficiéncia de catalise, o nivel
de especificidade elevado e a auséncia de reacoes paralelas. Para além disso, sao biodegradaveis,
nao poluentes e permitem a operacao a baixas temperaturas. Estudos mostraram que o
tratamento com enzimas (amilase, amiloglicosidase e tripsina) melhora a absorcdo de corante e
as propriedades de resisténcia das fibras ao encolhimento (Vankar e Shanker, 2008, Su ef af,
2018). A utilizacao destas enzimas na industria téxtil permite assim a substituicdo da elevada

quantidade de compostos quimicos utilizados no processo de tingimento convencional.
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Modificacdo da superficie téxtil

A modificacdo da superficie téxtil corresponde a uma alteracao do téxtil com o objetivo de
modificar a sua composicao e caracteristicas quimicas e obter propriedades especificas, como

maior capacidade de tingimento e afinidade (Patifio ef a/, 2011).

Um dos processos de pré-tratamento muito utilizado no téxtil de algodao é a cationizacéo,
que possibilita a transferéncia de cargas positivas para a celulose, tornando-a mais reativa face
aos corantes. Este processo oferece vantagens significativas, tais como o tingimento em menos
tempo e, consequentemente, a utilizacdo de menos energia e compostos quimicos, traduzindo-se
num menor impacto ambiental, maior rendimento na coloracdo e melhores propriedades de
solidez da cor em comparacao com o algoddao sem pré-tratamento (Acharya et a/., 2014). A
cationizacdo é normalmente realizada com compostos quimicos mas uma abordagem mais
ecoldgica podera ser o uso de biopolimeros anexados a grupos amino como, por exemplo, 0
quitosano (Rattanaphani et a/,, 2007). Este € um polissacarideo policationico, que adquiriu grande
importancia na aplicacao téxtil principalmente devido a sua biocompatibilidade, nao toxicidade e
excelentes propriedades bioldgicas. Quimicamente (Figura 4), é bastante semelhante a celulose,
sendo composto por 2-amino-2desoxi-B-D- glucopiranose ligado a [(-(1,4), obtido por
desacetilacao da quitina, amplamente presente na natureza como no exosqueleto de insetos e de

invertebrados marinhos (caranguejos e camardes) (Shahid-ul-Islam ef a/,, 2018).

Celulose

Quitosano

Figura 4. Estruturas quimicas da celulose, da quitina e do quitosano (adaptado de Kumar, 2000).

Devido a sua natureza policationica, o quitosano possui boas propriedades
antimicrobianas contra bactérias e fungos através da interacao ionica na superficie das células,

tornando-se uma opcao atraente para o tingimento e acabamento antimicrobiano de algodao e
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outros téxteis (Ye et a/,, 2005). No entanto, devido a presenca de grupos amina, os derivados do
quitosano podem perder as suas propriedades em condicdes alcalinas, para além de poderem
apresentar baixa ancoragem em superficies de téxteis, o que limita a sua aplicacdo (Pan ef a/,
2019). Este problema podera ser ultrapassado através da utilizacdo de agentes de ligacdo, como
o glioxal, o glutaraldeido ou o acido citrico, de forma a aumentar a durabilidade do quitosano nos

substratos téxteis (Sadeghi-Kiakhani ef a/, 2015; Jawad et a/., 2019).

No contexto do tingimento, o quitosano incrementa também a absorcao do corante pelas
fibras de algodao, podendo ser utilizado como agente de ligacdo na etapa de coloracado (Shahidi
et al, 2013). Com efeito, Gupta e Haile (2007) demonstraram que o algodao pré-tratado com
quitosano apresenta maior capacidade para ser colorido e que foi possivel obter tons brilhantes
com elevada solidez a lavagem. Também Silva et a/. (2018) aplicaram um pré-tratamento de
quitosano em algod&o que foi tingido com extratos de folhas de eucalipto e verificaram que este
pré-tratamento podera substituir a utilizacado de mordentes, uma vez que proporcionou aos tecidos
maior resisténcia a cor e melhores propriedades de solidez, tornando o processo de tingimento

mais sustentavel.

Nos ultimos anos, tém sido desenvolvidas outras abordagens de modificacdo de superficie
téxtil, como por exemplo o tratamento com plasma (Figura 5). Também conhecido pelo “quarto
estado da matéria”, o plasma é um gas eletricamente neutro e configura atualmente um dos
meétodos mais utilizados, por ser mais sustentavel e ecolégico, nao requerendo banhos de
funcionalizacdo nem produzindo residuos pos-tratamento (Hussain e Wahab, 2018). Na pratica, o
tratamento com plasma induz uma modificacao fisico-quimica da superficie das fibras téxteis
através de varios processos simultaneos, como ativacado, ataque quimico, adicdo de grupos
funcionais quimicos e reticulacao (Zanini et al., 2018). Este tratamento utiliza diversos gases,
como oxigenio, azoto, hidrogénio, argon, na sua forma pura ou em diferentes combinacdes. O
tratamento dos téxteis com plasma com oxigénio produz radicais, grupos funcionais e aumenta a
rugosidade devido ao bombardeamento de ides na superficie dos substratos. A rugosidade
aumenta a aderéncia dos materiais de deposicao aos extratos (Rani ef a/, 2018). A aplicacédo da
tecnologia de plasma é de grande interesse para 0s processos de pré-tratamento e de acabamento
uma vez que apenas altera as propriedades quimicas e topograficas da camada mais externa do

substrato, sem alterar as propriedades do téxtil (Zanini et a/, 2018).
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Figura 5. Efeito do pré-tratamento de plasma na funcionalizacao da superficie da celulose (adaptado de
Shahidi et a/, 2013).

De uma forma geral, o plasma pode ser dividido em duas categorias: térmicos ou quentes
e nao térmicos ou frios. Os primeiros excedem temperaturas extremamente elevadas, acima de
700 °C enquanto os segundos sao gerados pela aplicacdo de um campo elétrico elevado no qual
a temperatura permanece proxima da temperatura ambiente. O plasma nado térmico é
particularmente adequado para a modificacdo e para o processamento de superficies téxteis, uma
vez que estes sao normalmente polimeros sensiveis ao calor (Ratnapandian, 2013; Zille et al,

2015).

Na industria téxtil, o tratamento de plasma nao térmico a pressao atmosférica (Figura 6)
¢ mais adequado do que o tratamento quimico ou de baixa pressao, porque apresenta maior
eficacia, maior rapidez e é mais econémico e amigo do ambiente (Prysiazhnyi et af/, 2013).
Segundo a literatura, o tratamento com plasma melhora o tingimento (Kamel ef a/, 2011), a
solidez da cor (Yaman et a/., 2009) e aumenta os grupos funcionais de oxigénio dos téxteis de
algoddo (Rani ef a/, 2018). lbrahim et a/ (2012) melhoraram as funcionalidades anti-UV e
antibacterianas de tecidos contendo celulose utilizando um pré-tratamento com plasma de

oxigénio.

Figura 6. Sigma Technologies International — Atmospheric Plasma Treatment System - Equipamento do
CeNTI para o pré-tratamento a nivel industrial de substratos téxteis com plasma nao térmico a pressao
atmosférica.
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1.2.2. Avaliacao da cor nos téxteis

A cor ¢ a parte da percecao visual que os humanos tém face a tudo que os rodeia, e que
resulta dos diferentes comprimentos de onda da luz (King, 2017). Para que um material possua
cor é necessario que tenha a capacidade de absorver e refletir radiacdes eletromagnéticas com
um determinado comprimento de onda e intensidade. Para os humanos, a luz visivel é a zona do
espectro eletromagnético com radiacéo entre um comprimento de onda de 380 a 780 nandmetros
(nm). Dependendo do observador, e da intensidade da cor, os valores tipicos do espectro
eletromagnético, na zona do visivel, sdo a 450 nm azul, de 500 a 550 nm verde, a 580 nm

amarelo, a 600 nm laranja e a 650 nm vermelho (Hu ef a/., 2020) (Figura 7).

18 16 14 12 10
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Figura 7. Espectro eletromagnético (adaptado de Hu ef a/, 2020).

A cor é uma componente altamente significativa no quotidiano do ser humano. Por
exemplo, a percecao visual da cor dos alimentos esta entre os primeiros estimulos sensoriais a
serem notados ao ingerir um alimento. A cor domina também a industria téxtil e do vestuario, onde

encontramos cores especificas associadas a determinados momentos (King, 2017).

Como a cor é uma percecdo visual do olho humano e é dependente do observador, a sua
quantificacao requer estudos de colorimetria, que por sua vez englobam um conjunto de técnicas
referentes & medicao, avaliacdo e quantificacdo da cor, sendo a base fundamental para a
especificacdo da aparéncia de cores uniformizada pela Comissao Internacional da lluminacao (CIE)

(Cukurel et al, 2012).

Na industria téxtil, utiliza-se o sistema CIELab para quantificar a cor (Broadbent, 2001). O

método baseia-se na obtencao dos valores das coordenadas L*, a* e b*. L* é uma medida da
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luminosidade do téxtil, que varia entre O (preto) a 100 (branco); a* ¢ uma medida do caracter
vermelho-verde do téxtil, correspondendo valores positivos (+) ao vermelho e os valores negativos
() ao verde; e b* é uma medida do tom amarelo-azul do téxtil, em que os valores positivos (+) sdo
relativos ao amarelo e os valores negativos (-) ao azul (Figura 8) (Rossi ef al., 2017). Os valores de
L*, a* e b* da amostra a estudar, neste caso um téxtil colorido, sdo determinadas num colorimetro.
As coordenadas de cor obtidas permitirdo a quantificacao das diferencas de cor entre o controlo e

as amostras (AE), através da equacéo 1.

AE = /(AL ¥)2 + (Aa *)% + (Ab )2 (Equagdo 1)

onde, AE é a diferenca de cor entre as referéncias e as amostras, enquanto AL*, Aa* e Ab*
correspondem, respetivamente, a diferenca entre a amostra padrao e as amostras em estudo

relativamente aos valores nos eixo a*, b* e L* (Broadbent, 2001).

Branco
| Boj L*=100

“ Amarelo —a* Verde b* Amarelo
+b*

Verde [ s ‘_. Vermelho

+a"

b*  Azul a* Vermelho

Preto L*=0

Figura 8. Representacao das coordenadas de cor L*, a*, b* segundo o sistema CIELab (adaptado de Liew
etal, 2008 e Cortez et al., 2017).

A medida da cor baseia-se na razdo entra a radiacao absorvida (K) e a radiacao dispersa
(S) pelo substrato téxtil, sendo definida como a forca coloristica (K/s), na regido visivel do espectro
(400-700 nm), e expressa pela equacdo de Kubelka-Munk (equacéo 2):

(1-R)?

s =—x (Equagio 2)

onde K é o coeficiente de absorcao, R a refletancia da amostra tingida e s & o coeficiente de

dispersao (Yusuf ef al., 2016).
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1.3. Funcionalizagao téxtil com compostos naturais

A crescente preocupacao com a saude e com o bem-estar leva a industria téxtil a procurar
novas tecnologias para o desenvolvimento de produtos que correspondam as necessidades e
expectativas dos consumidores (Shahid et a/, 2017). Em paralelo, o rapido crescimento da
populacdo e a melhoria do estilo de vida, principalmente nas areas da saude e bem-estar,
impulsionam o desenvolvimento de téxteis com propriedades funcionais como atividade
antimicrobiana e antioxidante - funcionalizacdes consideradas primordiais para a saude, uma vez
que podem proteger as pessoas de serem infetadas por microrganismos nocivos ou impedir o
stresse oxidativo causado por espécies nocivas, como radicais ativos de oxigénio. Segundo a
literatura, os téxteis funcionais destinados a uma aplicacdo na saude eram, geralmente, tratados
com produtos quimicos, como por exemplo aminas aromaticas, compostos contendo formaldeido
e derivados de fendis (Hoenich, 2006; Monier e Abdel-Latif, 2013; Zhang et a/., 2013). No entanto,
estas substancias quimicas apresentam elevada toxicidade e dificuldade em degradar-se
naturalmente (Dong et a/., 2019). Portanto, recentemente, assiste-se a um interesse mundial pelos
compostos naturais, devido as suas caracteristicas de biocompatibilidade, biodegradabilidade,
reduzida toxicidade e inUmeras propriedades multifuncionais, tais como repeléncia de insetos,
protecao ultravioleta, atividade antimicrobiana, capacidade antioxidante, entre outras, que podem

ser transferidas para diferentes substratos, como os téxteis (Shahid ef a/, 2017).

O desenvolvimento de téxteis funcionais com compostos naturais bioativos afigura-se
altamente promissor, uma vez que existe um alto potencial quimico, biologico e farmacoldgico em
muitos compostos biologicamente ativos. Nos Ultimos anos tem-se assistido a um esforco para
identificar novas fontes de corantes naturais (Haddar, ef a/, 2014) e para os reintroduzir no
processo de tingimento e de funcionalizacao téxtil (Bechtold et a/, 2003; Zhou et a/., 2015; Shahid
etal., 2017). Uma das formas mais usuais para a funcionalizacao de téxteis, sem comprometer o
seu aspeto original, é através do processo de acabamento, comumente usado para melhorar o
aspeto do téxtil e aumentar a sua durabilidade. De seguida, serao abordados dois tipos de
funcionalidades, a atividade antioxidante e a antimicrobiana, por serem das mais procuradas e

contempladas no presente trabalho.
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1.3.1. Téxteis com atividade antioxidante

Uma das funcionalidades téxteis recentemente explorada tem sido a atividade
antioxidante. Os antioxidantes podem ser definidos como substancias capazes de estabilizar,
quelar e remover radicais livres, sem eles proprios se tornarem prejudiciais ou instaveis,
prevenindo as consequéncias adversas das espécies reativas de oxigénio (ROS), como o radical
hidroxilo, o perdxido de hidrogénio, e de espécies reativas de azoto (RNS), nomeadamente o 6xido
nitrico (Alonso et a/, 2013). A maioria dos radicais livres produzidos pode ser eliminados através
da remocdo das enzimas que os geram ou da ativacdo de defesas enzimaticas (catalase) e/ou
nao enzimaticas (flavonoides). No entanto, um desequilibrio entre a producdo de radicais e a
capacidade antioxidante, podera levar a danos oxidativos nos lipidios da membrana, proteinas e
acidos nucleicos, levando a morte celular ou a aceleracao de varias doencas como cancro, doencas
cardiovasculares e neurodegenerativas (Ferreira et al, 2007; Karamian e Ghasemlou, 2013).
Assim, os antioxidantes desempenham um papel fundamental na defesa do organismo contra os
radicais livres, que estao envolvidos na patogénese de varias doencas cronicas e degenerativas

(Alonso et al., 2013).

Para avaliar o potencial antioxidante existem diferente metodologias, sendo os métodos
de ABTS [2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido-sulfénico)] e do DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil) dos mais usados. O ABTS é um composto quimicamente estavel, solivel em agua e
que se apresenta incolor na forma reduzida. Pode ser convertido num catiao radicalar estavel de
cor azul-esverdeada (ABTS-), por reacoes de oxidacao com radicais organicos ou inorganicos e
espécies nao radicalares (Erel, 2004). Este método consiste na analise espectrofotométrica da
atividade oxidante do radical catidnico (ABTS**), que pode ser produzido através da reacao em
solucéo aquosa entre o ABTS e o persulfato de potassio, originando uma solucao azul-esverdeada.
A adicao de substancias com poder antioxidante ao ABTS, como os compostos fendlicos, por
exemplo, provoca uma alteracao estrutural que se traduz na descoloracao e perda da capacidade

de absorver a 734 nm (Figura 9) (Pannala ef al.,, 2001; Zemlji¢ et al., 2014).
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Figura 9. Mecanismo de reacao do radical livre 2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6- acido-sulfénico)
(ABTS), originando a sua forma reduzida (adaptado de Pannala et a/,, 2001).

O DPPH e ¢é um radical livre estavel que possui um eletrdo de valéncia ndo emparelhado
que pode ser doado. Este método baseia-se na reducao de DPPHe em solucao de metanol na
presenca de um antioxidante doador de hidrogénio, originando a producéo da forma nao radicalar
DPPH-H (Figura 10). Esta transformacé&o vai resultar na mudanca da cor purpura da solucédo para

amarela, que é medida espectrofotometricamente a 517 nm (Mitra e Uddin, 2014).

DPPH DPPH-H

Figura 10. Conversdo de DPPH ¢ a sua forma reduzida (DPPH-H) na presenca de agentes antioxidantes
dadores de hidrogénio (AH) (retirado de Gulcin, 2020).

Ambas as metodologias sdo simples e de rapida execucao, mas o método do ABTS permite
avaliar uma ampla gama de valores de pH, que ¢ Util para estudar o efeito do pH nos mecanismos
antioxidantes. Além disso, o radical de ABTS é soluvel em solventes aquosos e organicos, o que
permite a determinacdo da capacidade antioxidante de compostos hidrofilicos e hidrofobicos,

enquanto o método de DPPH s¢ é aplicavel a sistemas hidrofobicos (Gulcin, 2020).

Téxteis com propriedades antioxidantes podem funcionar como um sistema de
reservatorio, fornecendo constantemente antioxidantes a pele. Quando em contacto com a pele,
terao a capacidade de eliminar os radicais livres causados pela degeneracao da pele e de proteger
os tecidos da pele do stresse e de danos oxidativos. No entanto, até ao momento, a funcionalizacao
de téxteis com propriedades antioxidantes nao tem sido muito estudada (Li ef a/, 2019). A pele é
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cada vez mais utilizada como uma via de administracdo de compostos. Téxteis com atividade
antioxidante poderao ter um grau de difusao na pele semelhante a dos adesivos transdérmicos
aplicados no campo farmacéutico (Alonso et a/, 2013), permitindo eliminar radicais que possam

ser altamente reativos e nocivos, como os radicais de oxigénio reativos (Zhou et al,, 2015).

Recentemente foi descoberto que alguns extratos de plantas apresentam propriedades de
eliminacao de radicais livres, apods a aplicacdo em substratos téxteis, conferindo-lhes assim um
acabamento antioxidante (Pan et a/., 2017; Rather et al,, 2017). Koh e Hong (2014) analisaram a
capacidade antioxidante de fibras de algodao coloridas com extrato de castanha através do método
do DPPH e verificaram que atividade antioxidante, de aproximadamente 90 %, tinha aumentado
significativamente apos biocoloracdo. Por sua vez, Shabbir ef a/, (2018), através do método de
ABTS, observaram que amostras de tecido de 13 tingidas com caléndula, a uma concentracdo igual
ou superior a 15 %, apresentaram uma atividade antioxidante superior a 95 %. Assim, a excelente
atividade de eliminacéo de radicais por parte dos tecidos tingidos com corantes naturais podera

ser utilizada para a producédo de vestuario de protecao e téxteis cosméticos (Shahid et a/, 2017).

1.3.2. Téxteis com atividade antimicrobiana

As superficies téxteis sao locais propicios ao crescimento de microrganismos, tais como
fungos e bactérias, que podem causar odores desagradaveis, perda de cor e durabilidade do téxtil
e, ndo menos importante, riscos para a saude humana, como a transmissao de doencas infeciosas
(Singh et al,, 2005; Purwar, 2019). As fibras naturais de algodao, constituidas por celulose, sao
particularmente propensas a estas alteracOes, pois fornecem as condicbes basicas como
humidade, oxigénio e temperatura necessarias ao crescimento e multiplicacdo microbianos (Singh
et al, 2005). Assim, a propriedade antimicrobiana torna-se importante para a aplicacao na area
téxtil por proteger o utilizador de microrganismos patogénicos ou causadores de odores, bem como
por proteger os téxteis de alteracOes estéticas indesejaveis, como descoloracao, degradacéo e
formacado de bolores (Mahltig ef a/, 2005; Gao e Cranston, 2008). Além disso, a mudanca de
atitude dos consumidores face a habitos de higiene e a estilos de vida tém incentivado a-
investigacao e desenvolvimento de téxteis funcionais, como curativos, mascaras antibacterianas e
ligaduras (Zhou et al., 2020). Neste ambito, sdo varios os agentes antimicrobianos usualmente
usados para aplicacdo téxtil, como compostos quaternarios de amonia, organometalicos,
triclosano, nanoparticulas de metais nobres e de 6xidos metalicos (Simoncic e Tomsic, 2010).

Embora estes agentes sejam muito eficientes contra uma diversidade de micrébios e apresentem
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uma boa durabilidade nos téxteis, sao téxicos na sua grande maioria, quer para a saude humana,

quer para o meio ambiente (Ali ef al,, 2014).

Mais recentemente, verificou-se um aumento da utilizacdo de compostos ativos naturais
derivados de microrganismos, animais e plantas (Gargoubi ef a/, 2016). As plantas sao
consideradas a principal fonte de agentes bioativos naturais, devido a presenca de alcaloides,
flavonoides, curcuminoides, taninos e quinonas nos seus extratos (Son ef a/., 2007; Murugesh e
Ravindra, 2015). Os corantes naturais a base de taninos parecem ser mais eficazes na inibicdo
do crescimento bacteriano (Shahid et a/, 2013). A roma, por exemplo, para além de poder ser
usada em biocoloracao, possui elevada atividade antimicrobiana atribuida a presenca de grande
quantidade de taninos (Joshi ef a/,, 2009). A atividade antimicrobiana dos corantes dependera dos
compostos bioativos e da estrutura quimica dos grupos funcionais neles presentes (Shahid ef a/.,
2013), bem como da ligacdo do agente de ligacdo/mordente com a fibra celuldsica (Purwar,

2019).

O desenvolvimento de téxteis bioativos levou a necessidade de criar métodos para
determinar a sua eficacia. Estes podem ser simples, como a observacédo dos halos de inibicao e
contagem de unidades formadoras de colénias (UFC), ou mais complexos, como a
citofluorometria. Um dos métodos consiste no teste de difusdo em agar, que é relativamente
simples, rapido, economico e particularmente adequado quando existe um grande numero de
amostras a analisar. Trata-se de um método qualitativo, baseado na observacao do crescimento
microbiano a volta do substrato funcional, que foi colocado num meio solido inoculado com o
microrganismo indicador de suscetibilidade. A atividade antimicrobiana é indicada pelo
aparecimento de uma area de tamanho variavel, ao redor do halo, na qual o crescimento dos
microrganismos € inibido (Gao e Cranston, 2008; Risti¢ ef a/., 2011). Outro método qualitativo e
de facil realizacdo é o seguimento da curva de crescimento do microrganismo, colocado em

contacto com a amostra em estudo, em meio liquido.

Existem diversos procedimentos normativos para a avaliacdo da atividade antimicrobiana
em téxteis, estabelecidos por diversas entidades reguladoras. Alguns desses métodos encontram-
se descritos nas normas AATCC 147-2004 (American Association of Textile Chemists and
Colorists), 1ISO 20645:2004 (Determination of antibacterial activity — Agar diffusion plate test) e
JIS L 1902:2008 (T7esting for antibacterial activity and efficacy on textile products) (Risti¢ et al.,

2011). Por outro lado, os métodos quantitativos baseiam-se na suspensdo e contagem de
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microrganismos, permitindo especificar um nivel de atividade antimicrobiana; no entanto, sao
ensaios mais morosos e dispendiosos. Estes testes encontram-se descritos nas normas AATCC
100:2004 (Antimicrobial Fabric Test) e 1ISO 20743:2007 (Determination of antibacterial activity of
antibacterial finished products). Neste tipo de teste, o indculo devera ser totalmente absorvido pelo
substrato téxtil tratado, garantindo o contacto intimo entre este e as bactérias (Gao e Cranston,
2008). Os microrganismos sobreviventes sdo extraidos das amostras por agitacdo, num volume
conhecido de liquido neutralizante, sendo posteriormente recuperados e contabilizados como
unidades formadoras de colonias (UFC). Os resultados sdo apresentados em percentagem ou loguo
da reducdo microbiana ou a inibicdo do crescimento é expressa com base nas diferencas entre as

amostras de teste e as de controlo (Risti¢ ef a/, 2011).

As bactérias Staphylococcus aureus (Gram-positiva) e £scherichia coli (Gram-negativa),
juntamente com Alebsiella pneumoniae (Gram-negativa), sdo as mais usadas em estudos de
avaliacdo dos efeitos antibacterianos de téxteis funcionalizados. Lee e colaboradores (2009)
analisaram a funcionalizacdo antibacteriana em fibras de algodao, 1a e seda tingidas com corantes
naturais, extraidos de varias fontes (peonia, cravo, roma, castanha). Todas as fibras coradas
apresentaram excelentes valores de atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus (taxa
de reducao de 96,8 — 99,9 %). Ibrahim et al. (2010) usaram o método quantitativo para avaliar a
atividade antibacteriana de fibras de algodao tingidas com diferentes extratos naturais (ruiva-dos-
tintureiros, curcuma, cebola e hena) neste caso contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli.
O extrato preparado com rizomas de curcuma apresentou a melhor atividade antibacteriana, com
uma percentagem de reducao de 99,9 % de Staphylococcus aureus e de 96,6 % em Escherichia
coli. Koh e Hong (2014) verificaram que os tecidos de algodao tratados com extrato de castanha
apresentaram excelente atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus (percentagem de
reducao de 99,9 %) e Alebsiella pneumoniae (94,5 %). Por sua vez, Chakraborty et al. (2020)
aplicaram o método de difusédo em agar para analisar a atividade antibacteriana de algodao tingido
com um extrato natural de Acacia auriculiformis, revelando-se este um extrato satisfatério, quer
contra Staphylococcus aureus (taxa de reducao de 96,82 %) quer contra Escherichia coli (97,19

%).
1.4. Propolis — Um produto natural da colmeia

O propolis, geralmente conhecido como “cola de abelha” (Pasupuleti ef a/, 2017), € uma

substancia resinosa lipofilica que as abelhas, sobretudo Apis mellifera L., recolnem de diversas
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plantas e misturam com a enzima salivar B-glicosidase, sendo assim digerido e misturado com
cera e outros produtos do metabolismo das abelhas para formar o produto final (de Groot, 2013;
Silva-Carvalho et al, 2015). Etimologicamente, a palavra propolis deriva do grego: pro significa
defesa e polis significa cidade ou comunidade, aludindo as suas funcdes na colmeia, uma vez que
as abelhas usam este produto natural como protecao contra predadores e microrganismos, para
reparacao de danos mecanicos, como isolante térmico, e para construir locais asséticos para

prevenir infecdes microbianas das larvas (Silva-Carvalho et a/., 2015; Pasupuleti ef a/,, 2017).

O propolis apresenta um cheiro aromatico muito caracteristico e agradavel e a sua cor
varia entre o amarelo, verde ou vermelho ou mesmo castanho-escuro, dependendo da fonte
vegetal (de Groot, 2013; Pasupuleti ef a/, 2017). Apresenta-se duro e quebradico quando frio,
semelhante a cera fria, mas torna-se maleavel e muito pegajoso a temperaturas elevadas

(Pasupuleti et al., 2017).

O propolis ¢ comercializado em diferentes partes do mundo e é reconhecido como uma
importante fonte de compostos com propriedades funcionais para diversas aplicacdes (Fokt ef al.,
2010). Desde os tempos primordiais da humanidade, o propolis tem sido usado na medicina
tradicional, cedo adquirindo popularidade entre egipcios, arabes, gregos e muitos outros povos
(Moreira et al., 2008). Para os egipcios, o propolis foi utilizado devido as suas propriedades
antiputrefativas e a sua capacidade para embalsamar os cadaveres. Os incas usavam-no como
agente antipirético e os médicos gregos e romanos utilizavam-no como desinfetante oral, como
antisséptico e para curar feridas, sendo prescrito para o tratamento topico da pele e das mucosas.
Nos estados Balcas utilizavam o propolis para tratar feridas, queimaduras, dor de garganta e
Ulceras gastricas. Registado como medicamento oficial na farmacopeia de Londres, no século XVII,
o propolis tornou-se muito popular na Europa desde entao, principalmente devido a sua atividade
antibacteriana (Fokt et a/., 2010). Atualmente é utilizado em produtos farmacéuticos e cosméticos,
como cremes faciais e corporais, pomadas, geis (Anjum et a/., 2019) e em bastantes formulacdes
para higiene oral como elixires, pastas dos dentes para prevencao de infecdes microbianas e para
tratamento da gengivite (Khurshid et a/, 2017). E também encontrado comercialmente na forma
de comprimidos, pastilhas, xaropes para a tosse, po, sabao, locoes e vitaminas (Anjum et al,
2019). Além das aplicacoes farmacologicas, este produto natural tem sido largamente utilizado na

industria alimentar, como um conservante natural com propriedades antibacterianas, antifungicas
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e antioxidantes. Pode proteger a qualidade dos alimentos impedindo alteracdes desfavoraveis nas

suas caracteristicas fisicas e quimicas (Pobiega et a/, 2019).

Relativamente a aplicacdo do propolis em téxteis, estao em curso alguns estudos, contudo
sd0 ainda inexistentes solucdes comerciais, e a sua validacao técnica e funcional ainda nédo esta
muito fundamentada. Os estudos sobre a integracdo de propolis em téxteis focam sobretudo a
atividade antibacteriana e a antioxidante e revelam resultados bastante promissores (Abramiuc et
al, 2013; Sharaf et al, 2013; Adomaviiute et a/, 2017), no entanto, estas e as restantes
propriedades dos téxteis funcionalizados com prépolis ainda carecem de maior validacao cientifica

e de aumento da durabilidade a lavagem.

1.4.1. Composicao quimica e propriedades bioldgicas

A composicao quimica e as atividades bioldgicas do propolis bruto variam com a vegetacao
existente em redor das colmeias onde a resina é recolhida (Sforcin e Bankova, 2011; Silva-Carvalho
et al., 2015), com as caracteristicas climatéricas (Falcdo ef a/., 2010; Silva-Carvalho et al,, 2015;
Pobiega et al/, 2019), com a época e a técnica utilizada para a colheita, com as espécies de
abelhas (Pereira et al, 2002) bem como com o método (Sheng et a/, 2007) e o solvente da
extracao (Sforcin e Bankova, 2011). Mesmo assim, de uma forma geral, o propolis /n natura
apresenta uma composicao de 50 % de resina, 30 % de cera, 10 % de o6leos essenciais, 5 % de
polen e 5 % de outras substancias, incluindo compostos organicos, como fendlicos e ésteres,
flavonoides (flavonois, flavonas, flavononas, di-hidroflavonois e chalconas), terpenos, [-esteroides,

aldeidos e alcoois aromaticos (Silva-Carvalho ef a/,, 2015).

A complexa e diversificada atividade biolégica do propolis € uma das razdes pelas quais a
composicao quimica permanece 0 foco de muito interesse (Masek ef a/,, 2018). A anadlise de
amostras de diferentes origens geograficas mostrou uma composicao quimica variavel e novos
compostos estao a ser constantemente reconhecidos durante a caracterizacao quimica de novas
amostras (Bankova, 2005; Sforcin e Bankova, 2011). Deste modo, a padronizacao quimica sera
dificil de obter, dada a dependéncia da composicao quimica de um rol de fatores (Silva-Carvalho
etal., 2015), ja atras referidos. De todos os compostos identificados, os mais importantes parecem
ser os fenolicos, aos quais se atribuem as multiplas bioatividades do propolis. Os compostos
fenodlicos mais comuns em prépolis de zonas temperadas sao flavonoides como crisina, galangina

e pinocembrina e os acidos fenolicos como acido cafeico, acido cindmico e acido ferulico (Ankovaa
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et al, 2000; Huang et a/., 2014; Silva-Carvalho ef a/, 2015). Ja o propolis de areas tropicais, por
exemplo, principalmente o do sudeste do Brasil, é rico em fenilpropanoides pré-alquilados, e
alguns compostos nao tipicos como kaempferide e isosakuranetin também foram encontrados

(Bankova et al., 2000).

Na Europa, os principais compostos bioativos do prdépolis sdo os flavonoides (flavonas,
flavononas e flavonais), acidos fenolicos e os seus esteres (Huang et a/,, 2014, Silva-Carvalho et
al, 2015). Um estudo sobre os compostos fendlicos de propolis portugués, demonstrou a
presenca de flavonoides, bem como de novos derivados metilados, incluindo esterificados e
hidroxilados de flavondides, e derivados de pinocembrina/pinobanksina que contém um radical
derivado de acido fenilpropandico na sua estrutura (Falcao ef a/, 2010, 2013). Silva-Carvalho e
colaboradores (2014) demonstraram que o propolis do Pereiro (distrito da Guarda, Beira Alta)
apresenta uma elevada concentracdo de compostos fenolicos. Freitas ef a/. (2019) analisaram a
composicao quimica de amostras de propolis do Gerés de diferentes anos e, de uma forma geral,
verificaram que os compostos fendlicos sdo coincidentes ao longo dos quatro anos consecutivos.
Além disso, os principais compostos fenodlicos dos extratos etandlicos de propolis do Gerés
correspondem aos descritos anteriormente em outras amostras de prépolis portuguesas e

europeia (Bankova, 2005; Falcao et al, 2010, 2013; Cruz et a/., 2016; Freitas et al,, 2019).

Algumas das atividades biologicas estdo sempre presentes no  propolis,
independentemente das diferentes areas geograficas e/ou climatéricas. Os principais compostos
responsaveis pelas atividades bioldgicas sao os acidos aromaticos, os acidos diterpénicos, os
compostos fendlicos e derivados do acido cinamico, incluindo ésteres de acido cafeico, no entanto,
muitas vezes diferentes tipos de prépolis possuem compostos bioativos distintos (Borrelli ef af.,

2002).

0 elevado interesse neste produto natural deve-se ao seu amplo espectro de propriedades
biologicas e farmacologicas, que nos ultimos anos foram validadas numa panoplia de estudos.
Nestes estavam incluidas as atividades antibacteriana (Falcao et a/, 2010; Oliveira et a/., 2017;
Chen et al., 2018; Roh e Kim, 2018), antioxidante (Sheng et a/., 2007; Moreira et a/., 2008; Falcao
et al, 2010; Cruz et al., 2016; Masek et a/, 2018) antifungica (Falcao et a/, 2010; de Castro ef
al, 2012; Roh e Kim, 2018), anti-inflamatdria (Sforcin, 2007; Sheng et a/., 2007; Moreira et al.,
2008; Falcao et al, 2010), antineurodegenerativa (Chen ef a/, 2008; Falcdo et a/, 2010),
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antiprotozoario (Falcdo et a/, 2013), antitumoral (Sforcin, 2007; Moreira et al, 2008; Silva-
Carvalho et al, 2014) ou antiviral (Sheng et a/., 2007; Moreira et al., 2008), entre outras.
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2. Materiais e Métodos
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Neste capitulo serao identificados os reagentes e os solventes utilizados em todos os
ensaios e serao descritos os procedimentos usados na preparacdo do extrato de prépolis e da
solucdo de biocoloracdo e na caracterizacdo das suas bioatividades. Serdo igualmente
apresentados os procedimentos usados na preparacao dos téxteis coloridos e funcionalizados com
prépolis e na caracterizacdo das suas propriedades finais, como a cor e as atividades antioxidante

e antibacteriana.
2.1. Extracao de compostos ativos de propolis do Gerés

A amostra de propolis utilizada neste trabalho foi gentilmente fornecida pelo Eng. Amadeu
Fortunas, da Casa do Couto, e provém de um apiario que se localiza perto do rio Cavado, nas
aldeias de Paradela e Sirvozelo em Montalegre, Gerés (G), Portugal (41°45'41.62" N;
7°58'03.34"" W). Foi recolhida em 2019 (G19) e foi usada na preparacdo de um extrato etanélico
(EE).

A extracdo etanolica foi feita de acordo com Freitas et a/, 2019, a partir de
aproximadamente 15 g de propolis. O prépolis foi incubado com 80 mL de etanol absoluto (Carlo
Erba Reagents S.A.S) a 25 °C e com uma agitacao orbital de 100 rotacdes por minuto (rpm)
(Orbital shaker, Bibby Stuart SO1), durante 24 h, no escuro. A suspensao resultante foi filtrada
através de papel de filtro de Macherey-Nagel, colocado sobre um funil de Buchner e um sistema
de quitasato ligados a uma bomba de vacuo (600 milibar). O filtrado foi reservado e colocado a 4
°C enquanto os residuos obtidos foram recolhidos e extraidos novamente, com 50 mL de etanol
absoluto. O filtrado resultante foi adicionado ao previamente obtido e procedeu-se a evaporacao
do solvente no Biichi Rotavapor RE 121, a 40 °C e 40 rpm. Obteve-se o extrato etandlico (EE) de

propolis - G19.EE - que foi armazenado a 4 °C, no escuro, até a sua utilizacao.
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2.2. Biocoloracgao e funcionalizacao téxtil com propolis

2.2.1. Preparacdo da solugcdo de biocoloracdo com propolis

Os compostos com potencial de coloracao e de funcionalizacao téxtil foram obtidos através
da extracéo etanodlica do prépolis G19 (Figura 11. A), realizada no departamento de Biologia da
Universidade do Minho, como referido no subcapitulo 2.1. Seguidamente, no CeNTI, preparou-se
uma solucao de 1 % (v/v) de G19.EE em 5 % etanol:95 % agua (Figura 11. B), que foi armazenada

a 4 °C no escuro até posterior utilizacao.

Figura 11. Solucao de propolis para biocoloracdo (B) obtida a partir de G19.EE (A) em 5% de etanol: 95 %
de agua.

2.2.2. Prétratamento dos substratos téxteis

O substrato téxtil (malha) usado ao longo do presente projeto foi 0 100 % algodao (CO),
com uma gramagem de 157 + 0,2 g/m2. Previamente a etapa de coloracéo e funcionalizacao,
algumas malhas foram submetidas a diferentes tratamentos, nomeadamente impregnacao por
esgotamento com alumen de potassio e acido tanico, plasma atmosférico e impregnacdo por

foulardagem com quitosano.

A pré-mordentagem com alimen de potassio (AP, fornecido gentilmente pelo CITEVE) e
com acido tanico (AT; Alfa Aesar) foi realizada por esgotamento no banho termostatico Grant OLS
200 (Figura 12). Cada solucao aquosa, preparada numa concentracdo de 10 g/L, foi adicionada
ao substrato de algodao, ficando sob agitacdo constante (100 rpm), a 60 °C durante 60 min. A
razao utilizada foi de 1 g de téxtil para 20 mL de solucdo. Posteriormente, as malhas foram

retiradas e secas a temperatura ambiente, durante 24 h.
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Figura 12. Equipamento Grant OLS200 utilizado para os banhos de esgotamento realizados ao longo
deste projeto.

No pré-tratamento por plasma atmosférico (P) recorreu-se ao equipamento plasma de
pressdo atmosférica (Sigma Technologies International — Atmospheric Plasma Treatment System)
(Figura 6), onde se usou o oxigénio como gas reativo, a 100 % da poténcia maxima do equipamento
e a um caudal de 15000 sccm, e ao argon como gas de arraste, a 45 % da poténcia maxima do
equipamento e a um caudal de 450 sccm. A amostra de algodao foi tratada, em ambas as faces,
com recurso a elétrodos metalicos nas seguintes condicdes: didametro dos rolos — 250 mm;

comprimentos dos elétrodos — 4 m; velocidade de passagem - 3,3 Hz.

A modificacao da superficie da amostra de algodao por impregnacao por foulardagem com
quitosano (Q) decorreu no equipamento foulard (Mathis), na Unidade de Tinturaria do CITEVE
(Figura 13. A). A técnica consiste num método de incorporacao semi-continuo em que o téxtil
passa por um banho, e posteriormente através do interior de dois rolos controlados por uma
determinada pressao e velocidade (Broadbent, 2001) (Figura 3). Em primeiro lugar, preparou-se
uma solucao sfock de quitosano (Primex) 1 % (p/v) em acido acético (Sigma - Aldrich) a 1 % (v/Vv).
Para a preparacao desta solucao, adicionou-se lentamente o quitosano alternando com a adicao
igualmente lenta do acido acético, mantendo a mistura sob agitacdo para evitar a formacéo de
grumos. A malha 100 % algodéo foi submersa na solucdo de quitosano, fazendo impregnacéo na
mesma durante 1 min e, seguidamente, de modo a facilitar a ligacdo do quitosano a superficie do
substrato téxtil, a malha foi colocada no foulard a uma velocidade de 2 m/min e a uma pressao
de 3 bar. A amostra foi depois submetida a uma secagem a 100 °C, durante 6 min e a uma

termofixacao a 140 °C, durante 4 min, na secadeira Werner Mathis AG (Figura 13. B).
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Figura 13. Equipamentos utilizados no tratamento dos substratos téxteis com quitosano por
impregnacao: Foulard Mathis (A) e secadeira Werner Mathis AG (B).

2.2.3. Coloracdo e funcionalizacdo dos substratos téxteis com a solucédo de

propolis

A tecnologia usada para a coloracao e funcionalizacao téxtil foi o método de esgotamento
num banho termostatico Grant OLS200, a 40 °C, durante 90 min e a 100 rpm, tal como
demonstrado na Figura 14. C. A razéo de banho utilizada foi de 1 g téxtil para 20 mL de solucdo
de biocoloracéo. As malhas selecionadas foram algodao (CO), algodao pré-tratado com alimen de
potassio (CO_ptAP), algodao pré-tratado com acido tanico (CO_ptAT), algodao pré-tratado por
plasma atmosférico (CO_ptP) e algodao pré-trado com quitosano (CO_ptQ). Em determinados
ensaios, foi testada a adicdo simultanea de auxiliares de coloracao/funcionalizacdao ao banho de
esgotamento, nomeadamente dois mordentes: o alimen de potassio (CO + AP) e o acido tanico
(CO + AT); e de um agente de ligacao - o glioxal (Sigma - Aldrich) (Gli) - juntamente com um
catalisador - o sulfato de aluminio (Acros - Organics) (SA) - como referido por Sharaf e
colaboradores (2013) (CO + Gli-SA). Assim, os provetes de algodao, previamente cortados, foram
enxaguados com agua, e de seguida colocados na solucao de biocoloracdo contendo um dos
mordentes a uma concentracao de 10 g/L (mordentagem em simultdneo) ou contendo o agente
de ligacao glioxal e o catalisador sulfato de aluminio. Neste ultimo caso, testou-se o glioxal a 10

g/Lealbg/L com o sulfato de aluminioa 10 g/L e a 5 g/L, respetivamente.

Apds a etapa de coloracdo e funcionalizacdo, as amostras foram secas a temperatura

ambiente durante 24 h.
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Figura 14. Etapas da biocoloracao/funcionalizacdo dos provetes de algoddo com prépolis. A - Colocagéo
da solucao de biocoloracao nos copos de esgotamento. B — Adicdo dos provetes de algoddo a solucao de
biocoloracdo. C - Banho termostatico onde decorre a etapa de esgotamento.

Resumidamente, durante este projeto foram testados quatro pré-tratamentos (alimen

potassio, acido tanico, plasma atmosférico e quitosano) na malha de algodao, dois mordentes

(alumen de potassio e acido tanico) e um agente de ligacdo com um catalisador (glioxal e sulfato

de aluminio, respetivamente), além do tratamento unicamente com prépolis (Figura 15).

Sem pré-tratamento

Malha 100 % algodao

Com pré-tratamento

Sem mordente co
-I 10 g/L Alumen de potassio Ii CO+ AP
Com mordente [
-I 10 g/L Acido tanico Ii CO +AT
10g/L Glioxal e 10 g/L CO + 1%GIi-1%SA
Sulfato de aluminio
Com Agente de
ligacéo ’
| |15 g/L Glioxal e 5 _g/L Sulfato CO + 1,5%GIH0,5%SA
de aluminio
1 Sem mordente CO_ptAP
Alimen de
potassio )
— Com mordente — 10 g/L Acido tanico CO_ptAP + AT
u Sem mordente CO_ptAT
Acido tanico
— Com mordente 1 10 g/L Alumen de potassio CO_ptAT + AP
—1 Sem mordente CO_ptP
Plasma .
atmosférico 10 g/L Alimen de CO_ptP + AP
potassio _
— Com mordente -I:
10 g/L Acido tanico CO_ptP + AT
Sem mordente CO_ptQ
Quitosano y
10g/L Alumen de CO_ptQ + AP
potassio
Com mordente
10 g/L Acido tanico CO_ptQ + AT

Figura 15. Condicdes testadas na biocoloracdo e funcionalizacdo de provetes de malha 100 % algodao
com propolis. AP - alumen de potassio, AT - acido tanico, Gli - glioxal e SA - sulfato de aluminio. O sinal

“+" indica mordentagem simultanea e “_pt"” indica pré-tratamento.
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2.3. Avaliacao das propriedades de cor dos téxteis biocoloridos

De forma a avaliar as cores obtidas e as diferencas de cor foram efetuados estudos de
colorimetria nas malhas de algodao. Para esta analise tracaram-se os espectros de refletancia na
zona do visivel entre os 400 e 700 nm com recurso a um espectrofotdémetro UV-Vis PerkinElmer
Lambda 35, com esfera interna de 60 mm. Durante o ensaio foram consideradas as normas ASTM
D 23244 - 05 Standard Practice for Calculation of Color Tolerances and Color Differences from
Instrumentally Measured Color Coordinates e ASTM E 308 - 01 Standard Practice for Computing
the Colors Of Objects by Using the CIE System, que consideram um iluminante D65 e um angulo

de observacao de 10 °.

Inicialmente, fez-se a baseline para 100 % e O % de refletancia com recurso a um padrao
de refletancia difusa /absphere® branco e opaco. Seguidamente, procedeu-se a medicdo da
refletdncia de cada um dos téxteis coloridos, realizada no “lado direito” do téxtil. Uma vez obtidas
as curvas de refletancia, fez-se a conversado da percentagem de refletancia (% R) nas coordenadas
de cor - L* a* b* - que por sua vez permitiram calcular o valor de forca coloristica (K/s) seguindo

a equacao 2.

Numa fase mais avancada, com o intuito de avaliar a solidez da cor as lavagens, foram

calculados os valores de AE entre o substrato téxtii sem funcionalizacdo e os provetes
funcionalizados, apds varios ciclos de lavagens. Os valores de AE foram calculados (equacédo 1)

tendo em consideracao os valores das coordenadas de cor.
2.4. Avaliacdo das bioatividades

2.4.1. Avaliacdo da atividade antioxidante
2.4.1.1. Extrato etandlico de prdpolis

Para a avaliacao /n vitro da capacidade antioxidante do G19.EE foi utilizado o método de
DPPH, método que tem vindo a ser usado no grupo para caracterizacao desta bioatividade em

propolis.

0 G19.EE foi dissolvido em etanol absoluto para obter concentracées de 0,5 a 50 pg/mL
(0,5; 1; 5; 10; 25 e 50 pg/mL). Em seguida, 50 pL de cada uma destas solucdes foram

misturados com 100 pL de DPPH e (Sigma) seguindo-se uma incubacao de 20 min, a temperatura
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ambiente e no escuro. A absorvancia da reacao foi medida a 517 nm no leitor de microplacas
Spectra Max Plus 384 usando-se G19.EE dissolvido em etanol como branco. O controlo foi
preparado com DPPH e e etanol em substituicao do extrato de propolis. A atividade de eliminacao
de DPPH ¢ por G19.EE foi calculada e comparada com a do acido galico (Sigma) (AG), aqui usado
como padrao antioxidante. Os resultados foram expressos em percentagem de reducao em relacao

aos valores do controlo, de acordo com a seguinte equacdo (equacado 3):

A —A
Atividade antioxidante (%) = controlo Amostra 100

(Equagdo 3)

Acontrolo

em que Ao € a absorvancia do controlo com DPPH ¢ e etanol absoluto e A.. € @ absorvancia
do extrato com DPPHe, apos 20 min de reacdo. O ICs» (metade da concentracdo maxima de
inibicao) definido como a concentracdo de amostra necessaria para obter uma reducdo de 50 %
(Sebaugh, 2011), correspondente neste caso a concentracdo de G19.EE necessaria para eliminar
50 % do DPPH e inicial, nas condicdes experimentais utilizadas, foi obtido por interpolacdo na
curva padrao de acido galico (Figura Al, Apéndice I) a partir da analise de regressdo linear. A
capacidade antioxidante total do G19.EE foi calculada e expressa em equivalentes de acido galico

por adicao da concentracao.

2.4.1.2. Solucéo de biocoloracéo

A andlise da capacidade antioxidante da solucéo de biocoloracao (SB) foi realizada através

do método espectrofotométrico do radical ABTS, no CeNTI.

Em primeiro lugar, foi preparada uma solucao aquosa 7 mM de ABTS (Sigma - Aldrich)
em persulfato de potassio (Sigma - Aldrich) 2,45 mM e armazenada no escuro, a temperatura
ambiente, durante 16 h. Sempre que necessario, a solucao de trabalho de ABTS foi diluida com
tampéo fosfato 0,1 M a pH=7,4 e efetuou-se um varrimento de modo a garantir uma absorvancia
de 0,700 + 0,025 no comprimento de onda maximo entre 700 e 800 nm (Figura A2, Apéndice ll),
medida por um espectrofotémetro UV-Vis (PerkinElmer Lambda 35). Para o ensaio propriamente
dito foram adicionados 2,970 mL da solucao de trabalho a 30 uL de SB e, apds 6 min de contacto
a temperatura ambiente, mediu-se a absorvancia no comprimento de onda correspondente ao
pico entre 700 e 800 nm. Ao longo do ensaio foi utilizada uma concentracéo de cisteina (Sigma -

Aldrich), um composto padrao utilizado na avaliacdo da atividade antioxidante, de 0,3 g/L como o
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objetivo de verificar a coeréncia do método de ABTS (Figura A3, Apéndice Il). Por fim, foi calculada

a percentagem de inibicdo do radical ABTS através da seguinte equacao (equacao 4):

Acontrolo - Aamostral

% Inibicdo = (Equagdo 4)

Acontrolo

na qual A« € @ absorvancia da solucdo de trabalho de ABTS e A @ absorvancia da solugdo

em estudo (SB).

2.4.1.3. Substratos téxteis biocoloridos e funcionalizados

As amostras de téxteis funcionalizados com prépolis foram avaliados no que diz respeito
as suas propriedades antioxidantes, utilizando o método de ABTS, tal como descrito anteriormente.
Neste caso colocou-se a reagir 0,030 g de téxtil funcionalizado com 3 mL da solucao de trabalho
e, apos 30 min de contacto a temperatura ambiente, mediu-se a absorvancia no comprimento de
onda correspondente ao pico entre 700 e 800 nm, de acordo com Zemlji¢ et a/ (2014) com
algumas modificacdes. A percentagem de inibicdo do radical de ABTS ¢é calculada através da

equacao 4.

Neste ensaio, o controlo negativo corresponde a malha 100 % algodao néo funcionalizado,
respetivo de cada condicao experimental (Figura 15). No caso dos ensaios onde se utilizam um
tratamento em simultadneo e um pré-tratamento com alumen de potassio e acido tanico, o controlo
negativo é representado pela condicdo onde apenas se adicionou mordente a malha, tratando-se

de um pré-tratamento (CO_ptAP e CO_ptAT).

2.4.2. Avaliacao da atividade antibacteriana

Para além da atividade antioxidante, outra vertente central do presente trabalho foi o

estudo do potencial antibacteriano.

2.4.2.1. Extrato etandlico de propolis

Para avaliar as propriedades antibacterianas de G19.EE, os valores de concentracao
minima inibitoria (CMI) foram determinados contra sete estirpes de bactérias - uma Gram-negativa
e seis Gram-positivas (Tabela 2), da colecdo de microrganismos do Departamento de Biologia,
através de uma adaptacdo do método de difusdo em agar (Sforcin ef al, 2000; Freitas et al.,

2019). O ensaio foi realizado em meio Luria Bertani (LB) - 0,5 % (p/v) de extrato de levedura DB
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Bacto™, 1 % (p/v) de triptona Bacto™, 1 % (p/v) NaCl - ao qual foi adicionado 2 % de agar
(Liofilchem) (p/v) (meio LBA).

Tabela 2. Estirpes de bactérias utilizadas nos ensaios para avaliacdo da atividade antibacteriana.

Bactéria Referéncia da estirpe

Gram - positiva

Bacillus megaterium 932

Bacillus subtilis 48886

Bacillus cereus ATCC 7064

Propionibacterium acnes H60803(2961351)

Staphylococcus aureus ATCC 6538/Methicillin susceptible (MSSA)
Staphylococcus aureus M746665/Methicillin resistant (MRSA)

Gram - negativa

Escherichia coli CECT 423

Para preparar as células para o ensaio, uma cultura microbiana foi cultivada, durante a
noite, a 37 °C e a 200 rpm. O crescimento das culturas em meio LB foi monitorizado por leitura
da densidade ética a 600 nm (D.0O.sx) no espectrofotdémetro da Thermo Scientific Genesys 20. No
dia seguinte, a cultura microbiana foi diluida em meio LB fresco para uma D.O.«0= 0,1 e incubada
até se obter uma D.O.« entre 0,4 e 0,6, correspondente a fase exponencial de crescimento.
Seguidamente, gotas de 5 uL de cada amostra foram transferidas para as placas com meio LBA
contendo G19.EE em concentragdes variando entre 10 e 2000 pug/mL (10, 50, 100, 200, 500,
750, 1000, 1250, 1500, 1750 e 2000 pg/mL). As placas foram incubadas a 37 °C durante 24
h. Os valores de CMI contra cada bactéria foram conseguidos pela observacdo da presenca ou
auséncia de crescimento, correspondendo a menor concentracdo para a qual nao se observou

crescimento.
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2.4.2.2. Solucéo de biocoloracdo

Para avaliar as propriedades antibacterianas da solucao de biocoloracao, utilizou-se o
painel de bactérias indicado na Tabela 2 e recorreu-se ao método descrito anteriormente, com
ligeiras modificacOes. A partir de culturas em fase exponencial de crescimento (D.O.s» entre 0,4 e
0,6), retiraram-se100 pL de cada suspensao bacteriana e procedeu-se a sua diluicao em série até
10+, Gotas de 5 pL de cada cultura nas diluicdes 10, 102, 10¢ e 10+ foram entao transferidas
para placas com meio LBA suplementadas com 0,1 % e 0,2 % de SB, concentracdes que tentaram
mimetizar as encontradas no banho por esgotamento e calculadas com base na razao de téxtil:
solucéo (1:20). O ensaio foi igualmente realizado na auséncia de propolis e na presenca de etanol,
em volume idéntico ao da maior concentracao de solucao de biocoloracao usado. As placas foram
incubadas a 37 °C durante 24 h e observadas para a presenca ou auséncia de crescimento. Para
além da avaliacao das propriedades antibacterianas da SB, este ensaio permitiu ainda selecionar
a bactéria a usar posteriormente como microrganismo indicador de suscetibilidade no ensaio para

avaliacédo das propriedades antibacterianas dos téxteis coloridos e funcionais.

2.4.2.3. Substratos téxteis biocoloridos e funcionalizados

A atividade antibacteriana dos téxteis coloridos e funcionalizados foi avaliada por
observacao do crescimento da bactéria Staphylococcus aureus ATCC 6538 em meio LB, quando
em contacto com os substratos téxteis, de acordo com Nobre (2018). Previamente ao ensaio, as
amostras foram cortadas e pesadas para 0,1 g de cada substrato téxtil, e esterilizadas por radiacao

UV, numa camara de fluxo laminar vertical Faster Bio 48, durante 10 min de cada lado.

Para cada ensaio realizado, preparou-se um pré-inoculo da Staphylococcus aureus,
inoculando em meio LB parte de uma colénia da cultura em meio solido. De seguida, esta cultura
liguida foi colocada a 37 °C e 200 rpm na Infors HT Multitron Standard, durante a noite, e a D.O.cw0
foi corrigida para 0,05 através de uma diluicdo com meio de crescimento fresco. A amostra de
0,1 g de cada téxtil foi entdo adicionada a 10 mL de meio LB contendo Staphylococcus aureus a
uma D.O.«0 de 0,05, sendo esta incubada a 37 °C e 200 rpm. Posteriormente, a D.O .« foi medida,
retirando-se aliquotas de 1 mL apos 2 h de incubacao e a cada intervalo de 30 min. Aquando da
ultima leitura, foi retirada uma aliquota de 100 pL e foram realizadas dilui¢des seriadas (de cada
uma das culturas, nas diferentes condicdes). A partir das diluicdes 10+, 10+ e 10 foram retirados

10 pl e inoculados em meio LBA. Apos incubacdo durante a noite a 37 °C, as colonias foram
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contadas e os resultados expressos em unidades formadoras de colénias (UFC/mL). A atividade
antimicrobiana é expressa em termos de percentagem de reducéo bacteriana, calculada como a
razao entre o numero de bactérias sobreviventes antes e apos o contacto com os téxteis revestidos,

segundo a equacao 5 (Suneeta et a/, 2020):

B
x 100 (Equacgao 5)

Atividade antibacteriana (%) =

onde A representa as coldnias observadas no algodao nao tratado e B as contabilizadas em

amostras de algodao tratado com prépolis.

No presente ensaio, 0 controlo positivo da atividade antibacteriana corresponde a
ampicilina a 200 pg/mL e o controlo negativo corresponde ao téxtil nao colorido/funcionalizado
correspondente a cada tipo de tratamento efetuado (ver Figura 15). Também foi incluido um
controlo do crescimento bacteriano, em meio LB apenas, de forma a avaliar possiveis efeitos da

presenca das diferentes amostras téxteis.
2.5. Avaliacao da solidez a lavagem

Os téxteis biocoloridos e funcionalizados que revelaram melhores propriedades foram
avaliados no que diz respeito a sua solidez a lavagem. Para o efeito, as malhas 100% algodao
tingidas e selecionadas para esta avaliacao, bem como os seus respetivos controlos (CO, CO_ptAP
e CO + 1%Gli-1%SA) foram submetidos a varios ciclos de lavagem numa maquina de lavar
domeéstica Indesit IWDC 6105. Cada ciclo foi realizado a 30 °C durante aproximadamente 60 min
e com uma dose de detergente Soflan, indicado para lavagens suaves e menos abrasivas. No final,
as amostras foram secas a temperatura ambiente, avaliadas para as propriedades pretendidas e

comparadas com as amostras ndo submetidas as lavagens.
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3. Resultados e Discussao
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A presente seccao diz respeito a obtencdo de um extrato de prépolis (G19.EE) e &
preparacao da solucao de biocoloracao (SB) bem como a analise das suas propriedades biologicas
(antioxidante e antibacteriana), antes e apds a sua aplicacdo num substrato téxtil de algodao.
Também serdo apresentados os resultados referentes a avaliacdo da solidez da cor e das

propriedades dos téxteis coloridos/funcionalizados apos lavagem com detergente.
3.1. Preparacao e caracteriza¢ao do extrato etandlico de propolis

O propolis bruto do Gerés recolhido em 2019 (G19) foi extraido com etanol absoluto,
obtendo-se o extrato etandlico desta amostra de propolis - G19.EE - com um rendimento de

extracdo de 83,53 %.

Segundo a literatura, os compostos bioativos presentes no prépolis podem ser extraidos
com diferentes solventes, tais como a acetona, agua, etanol, metanol e misturas de etanol-agua
(variando a percentagem de etanol na mistura entre 70, 80, 90 e 96 % (v/v)) (Park et a/., 1998;
Mello et a/, 2010; Moura et a/,, 2011; Kubiliene et a/,, 2015; Bankova ef a/., 2016; Abdullah et
al, 2019). O etanol é considerado o solvente mais adequado para a obtencao de extratos de
propolis com baixo teor de cera e ricos em compostos biologicamente ativos, apesar da utilizacao
deste solvente poder apresentar limitacdes na industria cosmética e farmacéutica, por estar muitas
vezes associado a reacdes alérgicas (Mello ef a/, 2010; Kubiliene et a/, 2015). Um solvente
alternativo podera ser agua, porém o rendimento de extracdo aquosa € normalmente inferior ao
registado em extracdo etandlica (Mello ef a/, 2010; Kubiliene et al., 2015). Com efeito, num estudo
em que se usaram diferentes solventes para a extracao de amostras de propolis do Gerés recolhido
em 2018 (Freitas A., comunicacao pessoal), verificou-se que o rendimento de extracao etanolica

era cerca de 10 vezes superior ao da extracao aquosa.

Comparando com extratos etandlicos de amostras de propolis provenientes da mesma
localidade, mas recolhidas em anos anteriores (Tabela 3), G19.EE aparenta ser um extrato
promissor, pois apresenta um dos maiores rendimentos de extracao e, provavelmente, apresentara
mais compostos biologicamente ativos extraiveis por etanol, tais como flavonoides, acidos fenolicos

€ seus esteres.
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Tabela 3. Rendimentos de extracao etandlica, em percentagem, dos extratos etanolicos de amostras de
propolis do Gerés (G.EEs) recolhidas entre 2011 e 2019. *G17.EE nao foi considerado nesta analise pelo
facto de se tratar de uma amostra diferente, conforme referido.

Extratos etandlicos de  Rendimento de extracdo

Referéncia
Prépolis (%)
G11.EE 67,7
G12.EE 88,0
(Freitas, 2015)
G13.EE 75,5
G14.EE 76,42
G15.EE 66,17 (Goncalves, 2017)
G16.EE 76,45
Freitas A.,
G17.EE * L
comunicacao
G18.EE 61,63 pessoal
GI19.EE 83,53 Este trabalho

O prépolis que designamos Gerés resulta de uma mistura de propolis provenientes de trés
apiarios distintos - Toutelo, Felgueiras e Bogalho. Em 2017, um incéndio destruiu as colmeias do
apiario Bogalho, pelo que o propolis G17 n&o foi incluido para comparacdo no presente trabalho.
Apds a extincdo das colmeias do Bogalho, as amostras G18 e G19 passaram a ser constituidas
por uma nova mistura, agora originaria dos apiarios de Toutelo, Felgueiras e Roca (este localizado

numa zona de vegetacao idéntica a do apiario Bogalho).

3.1.1. Potencial antioxidante de G19.EE

Entre as diversas acoes dos antioxidantes, um dos mecanismos consiste na eliminacao
de radicais livres, processo avaliado frequentemente nos estudos da atividade antioxidante através
de técnicas simples e rapidas que averiguam a atividade de eliminacao de radicais de compostos
especificos /n vitro. Dos diversos métodos disponiveis, 0 de DPPH é dos mais utilizados para avaliar
esta atividade (Gulcin, 2020) e tem sido usado para estimar o potencial antioxidante dos varios

G.EEs e outros EE de propolis que o grupo tem vindo a estudar (Moreira et a/., 2008; Goncalves,
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2017, Freitas et al,, 2019; Gomes, 2019). Nesta metodologia, os resultados sdo expressos pela
diminuicao percentual da absorvancia da solucéo do radical na presenca do composto (neste caso
0 extrato), em funcao das concentracdes testadas, e pelo valor de I1Cs. Quanto maior a reducao de
radical pelo extrato de prépolis, para uma dada concentracdo, menor sera o ICs e, portanto, maior

sera a atividade antioxidante do extrato (Moreira ef a/., 2008).

0 potencial antioxidante de G19.EE, estimado utilizando acido galico como padrao, revela
um valor de IC« igual a 24,29+0,07 pug/mL. Comparando com amostras de propolis oriundas da
mesma proveniéncia, mas colhidas em anos anteriores, constata-se alguma variabilidade nesta
bioatividade (Figura 16). A capacidade antioxidante de G19.EE é idéntica a de GI13.EE
(IC%=25,24+2,45 ng/mL), por sua vez semelhante ao potencial antioxidante de amostras de
propolis irlandesas e checas (ICx=26,45 + 3,8 ug/mL e 27,72 + 5,2 ug/mL, respetivamente) (AL-
Ani et al, 2018). Em relacéo a outros G.EEs, G19.EE apresenta diferencas significativas, sendo a
sua capacidade antioxidante inferior, apesar de se ter obtido um dos maiores rendimentos na sua
extracdo. Esta diferenca podera estar relacionada com diferentes quantidades de alguns
compostos associados as propriedades antioxidante do prépolis, como apigenina, kaempferol,
galangina, éster isoprenilico do acido cafeico (isémero) (Chen et a/., 2009; Boisard et al., 2014).
De acordo com Freitas e colaboradores (2019), a abundancia dos compostos principais diferencia
todos os G.EEs, isto ¢, os G.EEs sao caracterizados pela prevaléncia dos mesmos compostos, mas
alguns mais abundantes como crisina, éster isoprenilico do acido cafeico e pinocembrina e outros
menores, como pinobanksina e derivados de acidos fendlicos. Assim, G19.EE podera apresentar
mais compostos responsaveis por outras atividades, por exemplo atividade antimicrobiana
(pinocembrina, acido ferulico e galangina), do que pela atividade antioxidante, mas seria

necessario fazer a sua analise quimica para se fazer uma analise mais detalhada.

Sabe-se que propolis pode exibir grande diversidade em termos de potencial antioxidante,
se proveniente de origens diferentes. Esta diversidade foi ja observada a nivel nacional, com
Moreira et al. (2008) a reportarem que propolis de Bornes e do Funddo apresentam elevada
atividade antioxidante, com valores de ICs» de aproximadamente 6 pug/mL e de 52 pg/mlL,
respetivamente. A diversidade é mesmo observada em propolis recolhido num mesmo apiario,
mas em diferentes estacdes do ano, como constatado por Miguel ef a/. (2010) em propolis do

Algarve.
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IC50(ug/mL)

Figura 16. Capacidade de captura do radical livre DPPH ¢, apresentada em valores de ICs (ug/mL), dos
extratos etandlicos de amostras de prépolis do Gerés (G.EEs) recolhidas entre 2011 e 2019. G17.EE nao
foi considerado nesta analise pelo facto de se tratar de uma amostra diferente, conforme atras referido.
Realizou-se o teste One-way ANOVA (letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas
pelo teste 7ukey (p < 0,05)).

0 G19.EE, em comparacao com os estudos apresentados, apresenta uma forte atividade

de eliminacao de radicais livres de DPPH, tornando-se muito atrativo para futuras aplicacoes.
3.1.2. Atividade antibacteriana de G19.EE

Na avaliacao da atividade antibacteriana de G19.EE, através do método de difusdo em
agar, determinou-se a menor concentracdo de extrato para a qual ndo se observou crescimento

de cada uma das bactérias testadas (Tabela 4).

As bactérias Gram-positivas revelam maior suscetibilidade ao extrato do que a Unica
bactéria Gram-negativa testada, sugerindo que as bactérias Gram-positivas sdo também mais
suscetiveis a G19.EE, conforme genericamente descrito na literatura para a resposta deste tipo de
bactérias a diferentes amostras de prépolis (Bankova et a/., 2000; Sforcin et a/., 2000; Uzel et al.,
2005; Ramos e Miranda, 2007; EI-Guendouz ef a/., 2018; Oryan et al., 2018; Freitas et al., 2019).
A razdo que tem sido apontada prende-se com o facto de as bactérias Gram-negativas possuirem
uma parede celular mais complexa e terem um teor em lipidos maior que as Gram-positivas,
nomeadamente a presenca de uma membrana externa, que inibe ou retarda a penetracao do

prépolis (Cushnie e Lamb, 2005a; Silva ef a/., 2012).
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Tabela 4. Atividade antibacteriana do extrato etandlico preparado com a amostra de propolis do Gerés
recolhida em 2019 (G19.EE). A atividade antibacteriana foi expressa em valores de concentracdo minima
inibitoria (CMI) (ug/mL).

Bactéria CMI (ng/mL) de G19.EE

Gram-positiva

Bacillus megaterium 100
Bacillus subtilis 100
Bacillus cereus 100
Propionibacterium acnes 500
Staphylococcus aureus (MSSA) 500
Staphylococcus aureus (MRSA) >2000

Gram-negativa

Escherichia coli >2000

MRSA - Staphylococcus aureus resistente a meticilina, do inglés Methicillin resistant Staphylococcus aureus, MSSA
- Staphylococcus aureus suscetivel & meticilina, do inglés Methicillin susceptible Staphylococcus aureus

G19.EE exibe maior efeito antibacteriano contra as bactérias do género Baciflus (CMI =100
pug/mL) seguidas de Propionibacterium acnes e de Staphylococcus aureus (MSSA) com valores
semelhantes (CMI = 500 pg/mL). Em relacao a estirpe de Staphiylococcus aureus resistente a
meticilina, MRSA, ndo é detetada atividade na gama de concentracbes de extrato testadas, tal
como observado relativamente a £scherichia coli. Estes resultados séo semelhantes a resultados
obtidos em anos anteriores para propolis do Gerés (Tabela A2, Anexo |), verificando-se uma
constancia nesta bioatividade ao longo dos anos, um comportamento invulgar em amostras de
propolis ja reportado por Freitas ef a/. (2019). Este facto podera ser de particular relevancia, por
exemplo para a industria farmacéutica, para garantir homogeneidade e qualidade no produto final.
A maior atividade antibacteriana de G19.EE e dos restantes G.EEs contra Bacillus sp. sugere ainda
que as bactérias formadoras de esporos, como Bacillus cereus, de particular importancia na
industria alimentar por estar associada a intoxicacdes alimentares, sao mais sensiveis ao propolis,

em comparacao com as bactérias nao esporulantes (Ramanauskiene et a/., 2009), o que podera
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sugerir um espectro de atividade especifica de G.EEs contra bactérias Gram-positivas formadoras

de esporos (Freitas ef al,, 2019).

Propionibacterium acnes também se mostra suscetivel ao extrato testado, embora sendo
necessaria uma maior concentracao para inibir o seu crescimento, em compara¢cado com as
bactérias do género Bacillus. Tal como ja sugerido por outros autores (Boyanova et a/., 2006),
prépolis tem potencial para ser utilizado no tratamento de problemas associados a esta estirpe,

nomeadamente no tratamento da acne.

Em relacdo ao género Staphylococcus, MSSA demonstra uma suscetibilidade semelhante
a Propionibacterium acnes, mas o extrato nao revela atividade, nas concentracoes testadas, contra
MRSA. Como ja referido, resultados semelhantes foram obtidos com prépolis do Gerés recolhido
entre 2011 e 2016 (Tabela A2, Anexo I); no entanto, seria aconselhavel aumentar a gama de
concentracdes testadas, atendendo que Dias ef a/ (2012) demonstraram a eficacia de amostras
de propolis da regido dos Tras-os-Montes contra MRSA. Resultados idénticos foram obtidos por AL-
Ani et al. (2018) com EE de prépolis de varias origens geograficas, nomeadamente da Alemanha,

Irlanda e Republica Checa.

Nao se detetou atividade contra a bactéria Gram-negativa na gama de concentracdes
testada, uma vez mais a semelhanca do ocorrido com prépolis do Gerés de anos anteriores (Freitas
et al., 2019). Esta auséncia de suscetibilidade foi também observada face a EE de prépolis de
varias regides do pais Basco (norte de Espanha) (Bonvehi e Gutiérrez, 2012); porém, outras
amostras de prépolis mostraram-se ativas contra esta bactéria (Rahman et a/, 2010; Silva et a/,

2012; AL-Ani et al., 2018).

Esta variabilidade entre amostras de propolis de diferentes origens e mesmo em amostras
de origem semelhante, quer nesta atividade como noutras bioatividades, parece ser uma constante
neste produto natural. A diferenca observada entre a atividade antibacteriana pode dever-se a
varios fatores, tais como a complexa e variavel composicdo quimica do propolis, as diferentes
técnicas que sao frequentemente aplicadas para determinar os valores de CMI, sendo também
testadas diferentes gamas de concentracdo, bem como estirpes, dificultando assim a comparacao

dos resultados com outros trabalhos.

Embora desconhecido ainda o mecanismo de acdo do prépolis do Gerés, a atividade

antibacteriana deste produto natural parece poder ocorrer por diversos mecanismos de acao,
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como a inibicao da divisao celular, dissociacdo da membrana citoplasmatica e da parede celular,
inibicdo da sintese proteica e RNA polimerase ou através da inibicdo enzimatica (Cushnie e Lamb,
2005b). Baixas concentracdes de prépolis podem interferir com enzimas de producao de energia,

e concentracdes mais elevadas podem desnaturar as proteinas (Tiwari ef af., 2009).
3.2. Caracterizac¢éo da solucao de biocoloragao

3.2.1. Potencial antioxidante da solucdo de biocoloracéo

A avaliacao da capacidade antioxidante da solucao de biocoloracdo (SB) - propolis a 1 %
(p/v) em 5 % etanol:95 % agua (Figura 11. B) - foi realizada recorrendo ao método de ABTS que
tem por base a reducdo de um radical livre, quando em contacto com uma amostra com poder
antioxidante, provocando a descoloracdo da solucéo de radical, detetada por espectrofotometria.
Como previsto, a L-cisteina (controlo positivo), testada numa concentracdo de 0,3 g/L, exibiu uma
reducdo de 47,47 + 13,51 % do radical livre, em linha com os resultados da curva de calibracéo
efetuada (Figura A3, Apéndice Il). A SB apresenta uma atividade antioxidante de,
aproximadamente, 90 % (Figura 17), demonstrando que a atividade do propolis G19.EE se
manteve e passou para a solucdo. Esta atividade pode estar intimamente associadas aos
compostos flavondides, apesar de se desconhecer a composicao do extrato G19.EE, mas segundo
Freitas et al (2019), em G.EEs de anos anteriores encontra-se apigenina, kaempferol, galangina,
éster isoprenilico do acido cafeico (isomero) que podem estar associados a esta atividade. Tendo
em consideracdo os resultados obtidos, decidiu-se prosseguir as etapas de

coloracao/funcionalizacdo téxtil.
100-
80-
604
40-

204

Atividade antioxidante (%)

0-

|
L-cisteina SB

Figura 17. Atividade antioxidante da solucao de biocoloracdo (SB) pelo método ABTS. L-cisteina (0,3
g/L) representa o controlo positivo. Os resultados sao exibidos como a média das trés réplicas
efetuadas e respetivo desvio padrao.
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3.2.2. Atividade antibacteriana da solucéo de biocoloracdo

Para além da atividade antioxidante, pretendeu-se avaliar também, no presente trabalho,
o0 potencial da SB conferir atividade antibacteriana aos téxteis de algodao. Neste sentido, estudou-
se a capacidade da SB inibir o crescimento de seis bactérias Gram-positivas e de uma bactéria
Gram-negativa (Tabela 2). Neste ensaio foi usado o método de difusdo em agar, observando-se a
presenca ou auséncia de crescimento de cada uma das bactérias testadas na presenca de SB

(Figural8).

Pela observacdo dos resultados, verifica-se que os controlos estdo de acordo com o
previsto, ja que nao se observa inibicao do crescimento bacteriano para nenhuma diluicado quer

em meio de cultura apenas (Figura 18. A e B, a) quer na presenca de etanol (Figura 18. Ae B, b).

As bactérias do género Bacillus nao cresceram na presenca de SB (Figura 18. Ae B, ce
d). Staphylococcus aureus demonstrou uma suscetibilidade semelhante as bactérias do género
Bacillus. Contrariamente, a solucdo nao se revela eficaz, nas concentracoes testadas, contra
MRSA, a estirpe de Staphylococcus aureus resistente a meticilina, embora se observe alguma
inibicao de crescimento (Figura 18. B, d). Um comportamento idéntico é exibido por
Propionibacterium acnes. Eventualmente sera possivel inibir o crescimento desta bactéria na
presenca de concentracdes superiores, uma vez que na diluicdo 10+ nao existe crescimento (Figura

18.B, d).

Relativamente a £scherichia coli, as concentracOes testadas nao demonstraram atividade
antibacteriana, sendo possivel observar crescimento nas placas, um resultado que corrobora o
que se obteve para G19.EE (subcapitulo 3.1.2) e que ilustra o que amplamente se refere sobre a
menor suscetibilidade destas bactérias Gram-negativas a propolis (Bankova et a/., 2000; Sforcin

et al., 2000; Uzel et al, 2005; Ramos e Miranda, 2007; El-Guendouz et a/., 2018).

Para além de permitir analisar a atividade antibacteriana da SB, esta experiéncia permitiu
ainda selecionar a bactéria a usar nos ensaios antibacterianos com os téxteis funcionalizados com
propolis. Nestes testes, Staphylococcus aureus e Escherichia coli sao as bactérias referenciadas
nos procedimentos normativos como indicadores de suscetibilidade (Risti¢ efa/., 2011), por serem
as mais comuns em infecdes hospitalares e também as que mais degradam os materiais téxteis
(Lee et al, 2009; lbrahim et al., 2010). Face ao exposto e aos resultados ilustrados na Figura 18,

foi selecionada para tais ensaios Stapfiylococcus aureus, ou MSSA, por ser mais suscetivel.

47



Bacillus subtilis |\

MSSA

1001021010+ 10010210210+

Bacillus cereus )
Bacillus cereus

Escherichia coli L. )
Escherichia coli

Bacillus subtilis

MSSA

Bacillus subtilis

MSSA

1010210210

MRSA / ) S MIRSA

Bacillus megaterium \ Bacillus megaterium

Propionibacterium acnes Propionibacterium acnes

MRSA

Bacifllus megaterium Bacillus megaterium

Propionibacterium acnes Propionibacterium acnes

Figura 18. Avaliacao da atividade antibacteriana da solucédo de biocoloracao (SB) contra as bactérias
Bacillus cereus, Escherichia coli, Bacillus subfilis, Methicillin susceptible Staphylococcus aureus (MSSA)
(A) e Methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA), Bacillus megaterium, Propionibacterium acnes

(B). O controlo foi uma placa de meio LB sem SB. As bactérias foram cultivadas em LB a 37 °C, 200

rpm, até ser obtida uma D.O.«wentre 0,4 e 0,6. Posteriormente, as culturas foram diluidas de forma

seriada até a diluicao 104 e 5 pL de cada diluicao foram pipetados para meio sélido, em placas
contendo diferentes concentracdes de SB. a - meio LBA, b — LBA e etanol, ¢ - meio LBA contendo SB a
0,1 % e d - meio LBA com SB a uma concentracao 0,2 %.
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Com a confirmacdo de ambas as atividades na solucdo de biocoloracéo concluiu-se que,
usando o solvente agua/etanol, as atividades de G19.EE se mantém na SB. Assim, poderemos
sugerir que a agua sera um bom veiculo para obtencao de uma solucao mais econdémica a nivel

industrial.
3.3. Caracterizacao dos téxteis biocoloridos e funcionais

Apds caracterizacdo de G19.EE e da SB, procedeu-se a coloracdo e funcionalizacao dos
téxteis com o objetivo de verificar a capacidade da solucdo em estudo prover cor, bem como
atividade antioxidante e/ou atividade antibacteriana aos mesmos. Pela importancia ja referida no

setor, os téxteis utilizados foram malhas de algodao.

Com o intuito de melhorar a ancoragem da SB aos téxteis, varios processos de modificacdo
de superficie téxtil /ou de mordentagem foram testados, mencionados nos subcapitulos 2.2.2 e
2.2.3. Assim, para este rastreio inicial, foram produzidas varias amostras de téxteis biocoloridas,
nomeadamente algoddo tingido com solucdo de biocoloracdo (CO + SB), algoddo tingido
simultaneamente com alimen de potassio e solucdo de biocoloracdo (CO + AP + SB), algodao
tingido simultaneamente com acido tanico e solucédo de biocoloracado (CO + AT + SB), algodéo
tingido simultaneamente com 1 % glioxal, 1 % sulfato de aluminio e solucao de biocoloracdo (CO
+ 1%Gli-1%SA + SB), algodao tingido simultaneamente com 1,5 % glioxal, 0,5 % sulfato de aluminio
e solucédo de biocoloracao (CO + 1,5%Gli-0,5%SA + SB), algodado pré-tratado com alimen de
potassio e tingido com solucéo de biocoloracao (CO_ptAP + SB), algodao pré-tratado com alumen
de potassio e tingido simultaneamente com acido tanico e solucdo de biocoloracdo (CO_ptAP +
AT + SB), algodao pré-tratado com éacido tanico e tingido com solucéo de biocoloracao (CO_ptAT
+ SB), algodao pré-tratado com éacido tanico e tingido simultaneamente com alumen de potassio
e solucao de biocoloracdo (CO_ptAT + AP + SB), algodao pré-tratado com plasma e tingido com
solucdo de biocoloracdo (CO_ptP + SB), algodao pré-tratado com plasma e tingido
simultaneamente com alimen de potassio e solucao de biocoloracdo (CO_ptP + AP + SB), algodao
pré-tratado com plasma e tingido simultaneamente com acido tanico e solucao de biocoloracao
(CO_ptP + AT + SB), algodao pré-tratado com quitosano e tingido com solucao de biocoloracao
(CO_ptQ + SB), algodao pré-tratado com quitosano e tingido simultaneamente com alumen de
potassio e solucao de biocoloracdo (CO_ptQ + AP + SB) e algodao pré-tratado com quitosano e
tingido simultaneamente com acido tanico e solucdo de biocoloracao (CO_ptQ + AT + SB) (ver
Figura 15).
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3.3.1. Analise de cor

Para analisar de forma mais objetiva a cor dos substratos tingidos e funcionalizados com
SB, foi realizado um ensaio de leitura da refletancia de todas as amostras do rastreio inicial (Figura
15), recorrendo-se a um espectrofotémetro UV-Vis. Através dos resultados obtidos e, tendo em
consideracdo as normas ASTM D 2244-05 e E 308-01, foram calculadas as coordenadas de cor
L*a*b*, assim como o valor correspondente da forca coloristica de cada um dos téxteis. Na Tabela
5, apresentam-se os resultados obtidos para a variavel K/s, bem como fotografias de cada uma
das amostras, ilustrando a sua cor.
Tabela 5. Valores obtidos para a forca coloristica (K/s) e fotografias dos téxteis tingidos com a solugéo de

biocoloracdo (SB). Os resultados sdo apresentados como a média de trés réplicas para cada condicéo e
respetivo desvio padréo.

Amostra Forca coloristica (K/s) Cor obtida
co 0,024+0,001
CO +SB 2,622+0,063
CO + AP+ SB 3,107+0,318
CO + AT +SB 3,022+0,138
CO + 1%Gli-1%SA + SB 6,001+1,508
CO + 1,5%Gli-0,5%SA + SB 4,814+0,323
CO_ptAP 0,030+0,001
CO_ptAP + SB 3,736+0,076
CO_ptAP + AT + SB 6,147+1,428
CO_ptAT 0,116+0,002
CO_ptAT + SB 2,789+0,149
CO_ptAT + AP + SB 2,847+0,127
CO_ptP 0,030+0,001
CO_ptP + SB 2,683+0,350
CO_ptP + AP + SB 2,766+0,349
CO_ptP + AT + SB 2,403+0,136
CO_ptQ 0,039+0,002
CO_ptQ + SB 5,227+0,377
CO_ptQ + AP + SB 2,624+0,044
CO_ptQ + AT + SB 5,608+0,169
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De uma forma geral, e por analise visual dos téxteis bicoloridos com prépolis obtidos
(Tabela 5), verifica-se que quase todas as amostras apresentaram uma cor amarelada e com
algum manchamento, em que algumas partes tinham uma cor amarelada-castanhada, devido a
presenca de um precipitado nas solucdes respetivas. Em ensaios futuros, seria importante
ultrapassar este problema, através da otimizacao da preparacao da solucao ou com a realizacao

de uma lavagem de processo apos a etapa de tingimento.

Constata-se igualmente que os téxteis que foram sujeitos a tratamentos em simultaneo,
ou a dois tratamentos (amostras de algodao submetidas ao tratamento com plasma ou quitosano
e a um processo de mordentagem simultanea com solucéo de biocoloracao e alumen de potassio
ou com acido tanico), adquiriram uma cor amarela com uma tonalidade mais intensa que a
amostra CO + SB, com excecdo das amostras CO_ptQ + AP + SB (algoddo pré-tratado com
quitosano e com alimen de potassio no banho) e CO_ptP + AT + SB (algodao pré-tratado com
plasma e com &cido tanico no banho), que apresentam tonalidade idéntica ou inferior/mais clara,

respetivamente, a do provete biocolorido sem qualquer tratamento (CO + SB).

Os dados referentes a K/s, apresentados na Tabela 5, vém comprovar as observacoes
anteriores. Como € possivel verificar, nos provetes que foram sujeitos a tratamentos adicionais
(mordentagem e/ou modificacao prévia da superficie téxtil) ao tingimento com prépolis, os valores
de K/s sao superiores ao do provete CO + SB. Além disso, verifica-se que existem valores
relativamente altos, tais como os de CO + 1%Gli-1%SA + SB e CO + 1,5%Gli-0,5%SA + SB. Este
facto pode dever-se a adicao (simultanea) do glioxal a solucdo de biocoloracédo, uma vez que se
verificou a presenca de um precipitado nesta solucéo, tal como referido acima, demonstrando
uma heterogeneidade na cor obtida e originando valores de K/s muito superiores ao do téxtil

tingido unicamente com a solucao de biocoloracdo (CO + SB).

Relativamente a utilizacdo de mordentes, os valores de K/s indicam que o alimen de
potassio e o0 acido tanico, CO + AP + SB e CO + AT + SB respetivamente, influenciam a obtencéo
de téxteis com tonalidade mais forte, existindo valores de K/s ligeiramente superiores aos da
amostra sé com solucdo (CO + SB). Note-se que, mesmo sem a utilizacdo de qualquer processo
de mordentagem, os téxteis demonstram boas tonalidades. Contudo, é de salientar que mordentes
sao geralmente utilizados com o intuito de conceder uma maior ancoragem da cor quando sujeita
a fatores inerentes ao ciclo de vida de um produto téxtil, entre os quais a lavagem, luz solar e

secagem na maquina. Na comparacao entre os diferentes processos de mordentagem utilizados
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(prévia ou simultanea), ndo parece existir uma diferenca consideravel entre os dois, ou seja, 0s
valores da forca coloristica da amostra CO_ptAP + SB (pré-mordentagem) sao idénticos aos da
amostra CO + AP + SB (mordentagem em simultédneo), o0 mesmo se verificando para o mordente
acido tanico (CO_ptAT + SB e CO + AT + SB). Logo, a escala industrial poderia ser mais benéfico
recorrer @ mordentagem em simultaneo, tendo em conta a duracdao e os custos dos dois
processos. De ressalvar que, apesar do alumen de potassio ser considerado um mordente seguro,
a consciencializacado ambiental leva a necessidade de procurar métodos alternativos a utilizacao
de metais, que produzam o minimo de efluentes. Assim, o mordente natural acido tanico
apresenta-se como uma oportunidade mais sustentavel para facilitar a ligacdo entre o téxtil e a SB.
Contudo, como se podera constatar mais a frente (subcapitulos 3.3.2 e 3.3.3), este mordente néo

se mostrou tdo promissor na analise da atividade antioxidante e/ou antibacteriana dos téxteis.

Com o objetivo de observar o efeito entre dois tipos de tratamento, as amostras de algoddo
foram submetidas ao tratamento com o equipamento de plasma atmosférico e a um processo de
mordentagem simultdnea com alumen de potassio (CO_ptP + AP + SB) ou com &cido tanico
(CO_ptP + AT + SB). Os resultados (Tabela 5) ndo demonstram diferencas nos valores da forca
coloristica destes dois téxteis com o téxtil unicamente tingido com a solucéo de biocoloracéo (CO
+ SB). Tal como mencionado anteriormente, a utilizacdo da SB apenas é vantajosa a nivel
industrial, além de que o uso desta tecnologia de plasma atmosférico pressupde a utilizacdo de
condicoes ideais, como por exemplo o gas reativo mais adequado. Paralelamente, foi também
testado o efeito do pré-tratamento com quitosano seguido de mordentagem em simultdneo com
cada um dos dois mordentes em estudo. Os téxteis impregnados com a solucao de biocoloracao
e alimen de potassio (CO_ptQ + AP + SB) apresentaram valores de K/s iguais ao de CO + SB.
Porém, os téxteis bicoloridos com a solucao e acido tanico (CO_ptQ + AT + SB) exibem valores de
K/s muito superiores ao de CO + SB e idéntico ao CO_ptQ + SB. Uma possivel justificacdo para
estes valores elevados, podera ser a falta de uniformidade na cor obtida, o que demonstra ser um
problema para a aplicacéo a escala industrial. Assim, e como ja mencionado anteriormente, seria
de extrema importancia uma posterior otimizacao do processo de tingimento, nomeadamente

através de uma lavagem de processo apos tingimento para remover 0s excessos do corante.

Os dados obtidos indicam que todos os tratamentos aplicados ao longo desta analise se
mostraram benéficos para obtencdo de téxteis biocoloridos, bem como funcionalizados
(subcapitulos seguintes). Contudo, tratando-se de tratamentos que visam promover a ancoragem
do composto na malha quando esta é sujeita as condicionantes normais da sua utilizacao, como
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a lavagem, seria interessante submeter todas estas amostras a varios ciclos de lavagem, de modo
a verificar ou nao a existéncia do efeito positivo. No entanto, dada a falta de tempo, os testes
realizados para verificar a solidez da cor e das atividades antioxidante e antibacteriana a lavagem,
foram em algodao colorido/funcionalizado com a solucédo de biocoloracdo (CO + SB), algodao
tratado simultaneamente com alumen de potassio e colorido/funcionalizado com a referida
solucéo (CO + AP + SB), algodao pré-tratado com alimen de potassio e colorido/ funcionalizado
com a mesma solucdo de biocoloracdo (CO_ptAP + SB) e algodao tratado simultaneamente com
o0 glioxal e sulfato de aluminio a 10 g/L e colorido/ funcionalizado com a solucdo de biocoloracao
(CO + 1%Gli-1%SA + SB). A selecao das amostras resultou num compromisso entre os critérios de
economia, sustentabilidade e os resultados que se obtiveram nas bioatividades dos téxteis
(subcapitulos 3.3.2 e 3.3.3). Neste sentido sujeitaram-se as amostras selecionadas a varios ciclos
de lavagem numa maquina doméstica convencional e analisou-se a cor, recorrendo ao sistema
CIELab. Os controlos relativos as amostras indicadas foram igualmente sujeitos as mesmas
condicdes, contudo nao foram incluidos nesta analise por se tratar de amostras brancas, para as

quais se nao obtiveram valores de forca coloristica nem diferencas de cor.

Relativamente a analise visual da cor, as fotografias dos substratos biocoloridos
encontram-se na Tabela 6, sendo possivel verificar que, de um modo geral, e apos os diferentes
ciclos de lavagens, a perda de cor nos provetes foi pouco significativa, revelando-se este um

resultado promissor.

Tabela 6. Resultados obtidos apds coloracdo, por esgotamento, com a solucdo de biocoloracdo (SB),
antes e apds o0s varios ciclos de lavagem, numa maquina de lavar convencional a 30 °C durante
aproximadamente 1 h. As amostras utilizadas foram algodao (CO), algodao tratado simultaneamente
com altmen de potassio (CO + AP), algodao pré-tratado com altimen de potassio (CO_ptAP) e algodao
tratado simultaneamente com 1 % de glioxal e 1 % de sulfato de aluminio (CO + 1%Gli-1%SA).

Cor obtida
0 Ciclos 1 Ciclo 3 Ciclos 5 Ciclos

Ensaio

CO +SB

CO + AP +SB

CO_ptAP + SB

CO + 1%Gli-1%SA + SB
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No que diz respeito a forca coloristica (Figura 19), verifica-se que o valor de K/s obtido
para a amostra tingida com a solucéo de biocoloracéo sem adicao de agentes auxiliares (CO + SB)
diminui com o decorrer das lavagens, confirmando-se, assim, uma das principais limitacdes da
coloracao natural, a baixa solidez a lavagem. Contudo, como a cor desta amostra ndo ¢ muito

intensa, a perda também ndo é muito significativa (Tabela 6).
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Figura 19. Forca coloristica (K/s) dos provetes biocoloridos com a solucéo de biocoloracdo (SB). As
amostras utilizadas foram algodao (CO), algodao tratado simultaneamente com alumen de potassio (CO
+ AP), algodao pré-tratado com alumen de potassio (CO_ptAP) e algodao tratado simultaneamente com

1 % de glioxal e 1 % de sulfato de aluminio (CO + 1%Gli-1%SA). As amostras foram analisadas
previamente as lavagens (0 ciclos), e apos 1, 3 e 5 ciclos de lavagem, numa maquina de lavar
doméstica. Os resultados sdo apresentados como a média de duas réplicas efetuadas, para cada
condicao, e respetivo desvio padrao.

0O mesmo cenario é verificado na amostra com um agente de ligacdo a 10 g/L e com a
solucao de biocoloracdo (CO + 1%Gli-1%SA + SB) (Figura 19) embora, neste caso, exista um
decréscimo significativo no valor de K/s, apds 1 ciclo, mantendo-se praticamente estavel nos ciclos
seguintes. Este resultado podera estar relacionado com o facto da solucdo de tingimento
apresentar um precipitado que acabou por ser transferido para o substrato, sendo
maioritariamente removido apos o primeiro ciclo de lavagem. Uma vez mais, reforca-se a
necessidade de uma otimizacao no processo de tingimento de forma a retirar o excesso de corante
na superficie da fibra. Os resultados de K/s indicam que o agente de ligacao utilizado forneceu
maior ligacdo da solucao colorida @ malha de 100 % algoddo em comparacdo com o algodao

apenas funcionalizado com a solucéo de biocoloracdo (CO + SB).
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Por outro lado, no caso da mordentagem em simultaneo (CO + AP + SB) e prévia com
alumen de potassio (CO_ptAP + SB) verifica-se um aumento do valor K/s apos 3 ciclos e apos 1
ciclo, respetivamente. Por vezes, as cores das amostras alteram-se ou escurecem com as
lavagens, dai obter-se um valor de K/s superior ao valor obtido na auséncia de lavagem (O ciclos).
Além disso, ambas as amostras apresentam valores de forca coloristica superiores aos valores
das outras duas amostras testadas, apds os b ciclos. Provavelmente deve-se a elevada capacidade
dos sais metalicos do mordente melhorarem a ancoragem dos compostos de coloracdo na fibra
téxtil (Ayele et al, 2020). Para uma melhor avaliacdo da solidez a lavagem dos provetes
biocoloridos, foram calculados os valores de AE entre cada provete lavado (1, 3 e 5 vezes) e o
respetivo téxtil sem qualquer lavagem (Figura 20). Estes valores de AE foram calculados tendo em

consideracao os valores medidos para as coordenadas de cor L*a*b*.
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Figura 20. Diferenca de cor (AE), calculada pela equacéo 1, para cada condicao testada, apds os
diferentes ciclos de lavagem. Os resultados sao apresentados como a média de duas réplicas para cada
condicao.

Analisando a Figura 20, verifica-se que, de um modo geral, as diferencas de cor aumentam
com o aumento do numero de lavagens. Esta observacao corrobora os valores calculados para a
forca coloristica apresentados na Figura 19, que diminuem sistematicamente apdés cada ciclo,
traduzindo consequentemente uma perda de cor a cada lavagem. Uma vez que os provetes
perdem cor apos cada ciclo de lavagem, é esperado que se afastem cada vez mais da cor obtida

apos funcionalizacdo. Além disso, as amostras de cores mais claras (CO + SB) ndo apresentam
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tanta perda de cor, comparando com os provetes de cores mais escuras (CO_ptAP + SB e CO +

1%Gli-1%SA + SB).

Em suma, tendo em conta os provetes analisados, 0 mordente alumen de potassio parece
ser o agente auxiliar mais promissor no processo de tingimento, permitindo uma melhor
ancoragem da cor, proveniente da solucao de propolis, a malha de algodao, mesmo apos ciclos
de lavagem. Relativamente aos processos de mordentagem, verifica-se que em ambas as
abordagens, simultanea e prévia, os resultados da analise de cor, apos 0s b ciclos, se mantiveram
semelhantes. Logo, a nivel industrial seria mais vantajoso executar o processo de mordentagem
em simultaneo, diminuindo o tempo, os gastos com energia e com recursos humanos. Assim, a
utilizacao da SB com prépolis podera ser uma boa abordagem para a industria téxtil, com o intuito
de substituir os corantes e compostos funcionais sintéticos convencionais pelos de base natural,

tornando a industria e os produtos téxteis mais sustentaveis.

3.3.2. Capacidade antioxidante dos téxteis biocoloridos e funcionalizados

A analise da atividade antioxidante das varias amostras de téxteis bicoloridas foi efetuada
com recurso ao método do radical ABTS. Os resultados encontram-se representados na Figura 21
(tendo sido obtidos no comprimento de onda 6timo de 729 nm, com um maximo de absorvancia
de 0,698; Figura A2, Apéndice Il). No caso dos ensaios onde se utilizou um tratamento simultaneo
e um prétratamento com alumen de potassio e/ou acido tanico, o controlo negativo é
representado pela condicao onde apenas se adicionou mordente a malha, tratando-se de um pré-
tratamento (_ptAP e _ptAT); nos ensaios com o pré-tratamento com alimen ou acido tanico,
equipamento de plasma e quitosano, o controlo corresponde a condicao onde apenas se adicionou
o tratamento a malha, sendo que se deveria ter efetuado um controlo correspondente ao pré-

tratamento seguido da mordentagem.

Através da Figura 21, é possivel confirmar que a L-cisteina (controlo positivo) regista
valores de acordo com o esperado, apresentando uma atividade antioxidante média a rondar os
50 % em todos os ensaios representados. No que diz respeito aos téxteis que ndo foram
tingidos/funcionalizados com propolis apresentam diferencas significativas quando comparados
com a propria solucao de biocoloracdo e com a amostra tingida (CO + SB), demonstrando nao ter
atividade antioxidante. Contudo, verifica-se uma excecdo na amostra pré-tratada com acido tanico

(CO_ptAT) com atividade antioxidante (94,73 + 1,83 %) estatisticamente idéntica a da solucéo de
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biocoloracédo (88,66 + 0,39), bem como a da amostra de algodao tingida (CO + SB) (91,64 + 2,86
%), mostrando que o mordente acido tanico tem capacidade de eliminar o radical livre ABTS. Este
resultado tem eco na literatura, com Koh e Hong (2017) a constatar que o algod&do pré-tratado
com uma solucdo de acido tanico a 10 g/L apresentou uma atividade antioxidante de,
aproximadamente, 90 %. A elevada atividade antioxidante do acido tanico podera estar associada
a presenca de compostos polifendlicos, que apresentam capacidade de eliminar radicais livres
(Zhang et al, 2019). Desta forma, os provetes que contém este mordente ndo serdo tao
interessantes para o presente estudo, uma vez que ndo se saberia se atividade antioxidante
presente provinha do propolis presente na solucao, do acido tanico ou de uma eventual sinergia

entre os dois.
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Figura 21. Atividade antioxidante de téxteis funcionalizados com a solucao de biocoloracéo (SB) e dos
respetivos téxteis controlo nao tingidos. L-cisteina (0,3 g/L) foi usada como controlo positivo. Os
resultados sao apresentados em termos da média de trés réplicas para cada condicao e respetivo desvio
padrdo. As médias foram analisadas através de comparacdes multiplas entre controlo positivo, a solucdo
de biocoloracédo (SB) e o algoddo (CO) com as restantes amostras, recorrendo ao teste One-way ANOVA
(letras diferentes entre 2 valores indicam diferencas estatisticas significativas pelo teste 7ukey (p< 0,05)).

Por outro lado, € possivel verificar que todos os téxteis tingidos/funcionalizados com a

solucdo de biocoloracdo conferiram as malhas uma maior capacidade antioxidante, em
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comparacao com os téxteis controlos. Isto podera ser explicado pela presenca de compostos
funcionais, transferidos aquando do banho de esgotamento da SB para o algod&o. E de notar que
a amostra sem qualquer pré-tratamento ou adicao de agentes auxiliares, o provete CO + SB,
apresentou um valor de atividade antioxidante elevado, mais especificamente de 91,64 + 2,86 %.
Este é um resultado particularmente interessante e promissor a nivel industrial, pela possibilidade
de remover os custos com mordentes e, também, por permitir que 0 processo seja mais

sustentavel, evitando efluentes com residuos toxicos.

Relativamente ao mordente alumen de potassio (Figura 21), este nao influencia
significativamente a obtencdo de téxteis com atividade antioxidante, existindo distincdo entre as
malhas tingidas e ndo tingidas. No entanto, o provete pré-tratado com este mordente (CO_ptAP)
apresenta um ligeiro aumento de atividade antioxidante (29,05 + 16,81 %) quando comparado
com o algodao (CO) (15,08 + 3,00 %). Esta diferenca entre amostras podera dever-se a uma ligeira
heterogeneidade do tratamento, ou seja, a uma diferenca na concentracdo do alimen de potassio
em diferentes zonas da mesma malha, que se reflete também na amplitude dos desvios padrao
obtidos. No caso dos téxteis biocoloridos e tratados com alumen de potassio nos diferentes
processos de mordentagem utilizados - simultanea (CO + AP + SB) e pré (CO_ptAP + SB) - ambos
apresentam atividade antioxidante estatisticamente idéntica a da solucao, e entre si (87,73 + 2,06

%€96,35+ 0,71 %).

Relativamente ao agente de ligacao glioxal e ao catalisador sulfato de aluminio verifica-se
que estes nao influenciam a atividade analisada, nao havendo distincdo entre as malhas com e
sem este auxiliar (Figura 21). Por outro lado, a atividade antioxidante das amostras téxteis
funcionalizadas com diferentes concentracdes destes agentes de ligacdo (CO + 1%Gli-1%SA + SB
e CO + 1,5%Gli-0,5%SA + SB) é estatisticamente semelhante (95,82 + 0,41 % e 94,43 + 0,49 %).
Assim, para 0s ensaios subsequentes, optou-se por uma destas condicdes, que foi a que
apresentava menor concentracdo do agente de ligacao glioxal (CO + 1%Gli-1%SA + SB), néo so
para efeitos de comparacao pois trata-se de um tratamento ja utilizado para funcionalizar téxteis
com propolis (Sharaf, et a/, 2013) mas também por representar uma melhor opcao a nivel

industrial.

Apesar do mordente de alumen de potassio e do agente de ligacdo glioxal serem
considerados seguros, a crescente consciencializacdo ambiental leva a necessidade de procurar

métodos alterativos que gerem o minimo de efluentes. A tecnologia de plasma permite induzir
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grupos funcionais sem a necessidade de quimicos ou solventes e nao produz efluentes. As
amostras de algodao foram submetidas ao pré-tratamento com plasma € a um processo de
mordentagem em simultdneo com alumen de potassio ou com acido tanico, com o objetivo de
analisar o efeito entre os dois tipos de tratamento. Pela analise da Figura 21 conclui-se que, apos
o tratamento com plasma, a malha (CO_ptP) ndo exibe atividade antioxidante, ndo havendo
distincdo entre a malha com (19,68 + 4,24 %) e sem pré-tratamento (15,08 + 3,00 %). Nos téxteis
impregnados com a solucao de biocoloracao todas as amostras apresentaram um aumento
significativo da atividade antioxidante. Relativamente ao efeito da utilizacdo de dois tratamentos, e
excluindo a analise do pré-tratamento com acido tanico uma vez que este mordente por si s6 tem
atividade, constata-se nao haver diferencas significativas na atividade antioxidante
comparativamente a metodologias mais rapidas (provetes CO_ptP + AP + SB e CO + AP + SB por
exemplo). Desta forma, e pensando em termos de escala industrial, seria mais vantajoso recorrer
apenas ao mordente alimen de potassio tendo em conta a duracéo, custo e conhecimento mais

avancado do processo.

Outra alternativa sustentavel para potencializar a ligacdo dos compostos funcionais ao
téxtil pode ser através de um pré-tratamento com quitosano. Da mesma forma que para a
tecnologia de plasma, foi igualmente testado o efeito do pré-tratamento com quitosano juntamente
com a mordentagem simultdnea com alumen de potassio. Analisando os controlos, o algodao pré-
tratado (CO_ptQ) ndo apresenta atividade antioxidante, demonstrando-se semelhante a malha néo
tratada (CO). Relativamente aos téxteis biocoloridos, todas as amostras tiveram um aumento
significativo da atividade analisada em comparacao com as malhas com e sem pré-tratamento.
Contudo, tal como o prétratamento com plasma, este tratamento ndo apresenta diferencas

relativamente aos métodos mais simples, que continuam assim a mostrar-se mais vantajosos.

Uma vez que os resultados do rastreio inicial da avaliacdo da atividade antioxidante nos
téxteis desenvolvidos foram positivos, no sentido em que houve transferéncia desta bioatividade
da SB para o algodao, pretendeu-se avaliar a durabilidade da funcionalidade ao logo do tempo e a
lavagem com detergente. Para o efeito, optou-se pelas amostras CO + SB, CO + AP + SB, CO_ptAP
+ SB e CO + 1%Gli-1%SA + SB, a par dos respetivos controlos. Os critérios subjacentes a esta
escolha tiveram em linha de conta ndo apenas os resultados da atividade antioxidante, mas
também o facto do tempo e dos gastos com a energia e 0s recursos humanos serem inferiores no
caso destas amostras, a par da constatacdo de que os respetivos téxteis controlos nao possuem
atividade antioxidante. E para estudar a capacidade da solucdo de biocoloracao funcionalizar os
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téxteis em fases temporais diferentes e, consequentemente, a sua estabilidade ao longo do tempo,
procedeu-se a uma nova funcionalizacao téxtil apos 8 meses e avaliou-se por ABTS a atividade
antioxidante destas amostras. A comparacao entre os resultados obtidos para a atividade
antioxidante das amostras tratadas em janeiro de 2020 e entdo avaliadas para esta bioatividade

com os das amostras tingidas com a mesma solucao em setembro do mesmo ano encontram-se

na Figura 22.
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Figura 22. Atividade antioxidante de téxteis funcionalizados com a solucdo de biocoloragéo (SB) num
intervalo de 8 meses. A atividade antioxidante foi avaliada em janeiro e em setembro de 2020, apds cada
uma das funcionalizacdes. O controlo positivo foi L-cisteina (0,3 g/L) e o controlo negativo é constituido
pelos téxteis nao tingidos. As amostras utilizadas foram algod&o (CO), algod&o tratado simultaneamente
com alumen de potassio (CO + AP), algodao pré-tratado com alumen (CO_ ptAP) e algodao tratado
simultaneamente com glioxal e sulfato de aluminio a 10 g/L (CO + 1%Gli-1%SA). Os resultados sdo
apresentados como a média de trés réplicas para cada condicao e respetivo desvio padrao. As médias
foram analisadas através de comparacdes multiplas, recorrendo ao teste One-way ANOVA (letras
diferentes entre 2 valores indicam diferencas estatisticas significativas pelo teste 7ukey (p< 0,05)).

Os provetes biocoloridos e funcionalizados com 8 meses de intervalo apresentam idéntico
potencial antioxidante, o que demonstra que a solucdo de biocoloracdo com prdpolis se mantém
estavel, pelo menos, durante este periodo. Trata-se de uma grande vantagem a nivel industrial,
uma vez que as empresas poderdao armazenar a solucdo a 4 °C e usa-la em processos de
tingimento e de funcionalizacdo durante este periodo, sem necessidade de prepararem nova

solucao a cada ensaio.

Paralelamente, voltou a avaliar-se a atividade antioxidante da amostra tingida/
funcionalizada com a solucédo de biocoloracdo (CO + SB) em janeiro 2020, isto &, decorridos 8

meses apos o tratamento (Figura 23). Constata-se que o provete em estudo manteve a atividade
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funcional, o que demonstra que se pode tingir uma maior quantidade de malha e armazena-la
durante pelo menos 8 meses sem que a atividade antioxidante se perca, o que representa outra

vantagem a nivel industrial.
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Figura 23. Atividade antioxidante da malha de algod&o funcionalizada com a solucéo de biocoloracao (CO
+ SB) medida logo apos o tingimento e decorridos 8 meses, usando L-cisteina (0,3 g/L) como controlo.
Os resultados sao apresentados como a média de trés réplicas para cada condicdo e respetivo desvio
padrdo. As médias foram analisadas recorrendo ao teste One-way ANOVA (letras diferentes entre 2
valores indicam diferencas estatisticas significativas pelo teste 7ukey (p< 0,05)).

Uma das principais limitacdes inerentes ao desenvolvimento de téxteis funcionais,
sobretudo com produtos naturais, € a sua capacidade de manter a atividade inicial,
particularmente depois de sujeitos a varias condicdes da sua utilizacdo, como a lavagem. Neste
sentido, para averiguar a solidez da atividade antioxidante a lavagem, os téxteis, entretanto
selecionados, e 0s seus respetivos controlos, foram submetidos a varios ciclos de lavagem, numa
magquina de lavar convencional e com recurso a um detergente para roupa delicada (Soflan). Os
resultados obtidos para estes ensaios com diferentes ciclos de lavagem estdo representados na

Figura 24.

Analisando os controlos (CO, CO_ptAP e CO +1 %Gli-1%SA) (Figura 24) verifica-se, de um
modo geral, que ocorreu um decréscimo na atividade em comparacao com os téxteis nao lavados.
Isto pode estar associado com a eliminacdo de impurezas de acabamento téxtil que, antes da

lavagem, influenciavam, ligeiramente, o método de ABTS.
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Figura 24. Atividade antioxidante de téxteis funcionalizados com a solucéo de biocoloracao (SB) e
respetivos controlos apds 1, 3 e 5 ciclos de lavagem. L-cisteina (0,3 g/L) foi usada como controlo
positivo. As amostras utilizadas foram algodado (CO), algodao tratado simultaneamente com alimen de
potassio (CO + AP), algod&o pré-tratado com alumen (_ptAP) e algod&o tratado simultaneamente com
glioxal e sulfato de aluminio a 10 g/L (CO + 1%Gli-1%SA). Os resultados sao apresentados como a média
de trés réplicas para cada condicao e respetivo desvio padrao. As médias foram analisadas através de
comparacdes multiplas, recorrendo ao teste One-way ANOVA (letras diferentes entre 2 valores indicam
diferencas estatisticas significativas pelo teste 7ukey (p< 0,05)).

A amostra tratada unicamente com a solucdo de biocoloracdo (CO + SB) teve uma perda
de atividade antioxidante, mas apenas apds 5 ciclos de lavagem, apresentando diferencas
significativas em comparacado com os provetes que foram sujeitos a 1 e a 3 ciclos de lavagem,
resultados que vao ao encontro das conclusdes retiradas na analise da cor (Figura 19 e 20). Este
resultado esta também de acordo com o que tem sido reportado na literatura relativamente as
limitacdes do tingimento e da funcionalizacdo natural, e que ¢ a baixa solidez as principais
condicionantes do ciclo de vida do artigo téxtil, sobretudo a lavagem, requerendo a utilizacdo de
compostos auxiliares para melhorar a ancoragem e a durabilidade dos compostos funcionais
presentes nos substratos téxteis (Zerin ef al, 2019; Eid e Ibrahim, 2020; Haji e Naebe, 2020).
Contudo, apds 5 ciclos de lavagem, esta amostra ainda apresenta uma atividade antioxidante
consideravelmente maior que o respetivo provete controlo (CO), ou seja, 62,75 + 8,65 % em
relacdo a 7,75 + 0,35 %, respetivamente. Mesmo assim, a amostra CO + SB podera fornecer

beneficios cosmeéticos como antienvelhecimento, util em determinadas aplicacdes de utilizacéo
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Unica ou com eficacia até 3 ciclos de lavagem, como numa mascara, por exemplo, descartavel ou

reutilizavel 2-3 vezes.

Relativamente as malhas coloridas/funcionalizadas, quer utilizando um tratamento
simultaneo ou um pré-tratamento com alimen de potassio (CO + AP + SB e CO_ptAP + SB), a
atividade antioxidante mantém-se apds os varios ciclos de lavagem. De realcar que, apos 5 ciclos,
ambas as amostras apresentaram uma atividade antioxidante idéntica a da solucdo de
biocoloracdo (88,66 + 0,39 %) (Figura 17). Estes resultados apontam para um papel crucial do
mordente alimen de potassio na durabilidade da funcionalidade dos téxteis tratados com propolis.
Uma vez que ambas as condicdes de mordentagem apresentam um desempenho semelhante no
que diz respeito a atividade antioxidante, a nivel industrial sera sempre mais favoravel realizar tal
processo em simultdneo com o tingimento, diminuindo o tempo, os gastos com a energia e 0s

recursos humanos.

De modo a compreender se a adicdo de um agente de ligacdo confere aos téxteis
coloridos/funcionalizados uma melhor ancoragem, submeteu-se o provete CO + 1%Gli-1%SA + SBa
varios ciclos de lavagem. As amostras continuaram a ter uma atividade antioxidante igual ao
provete nédo lavado (Figura 24). Porém, nédo se verificam efeitos positivos na utilizacdo de glioxal
em comparacao com o alumen de potassio, ou seja, 0 algodao tratado com glioxal e com a solucao
de biocoloracao (CO + 1%Gli-1%SA + SB) exibe a mesma capacidade redutora que o téxtil tratado
com altumen de potassio e com a solucdo (CO + AP + SB). Assim, o alimen de potassio sera um
melhor auxiliar na coloracao/funcionalizacdo, dada a menor toxicidade, diminuindo o impacto do

posterior descarte das aguas residuais geradas pela coloracao/funcionalizacao (Vankar, 2017).

Dado que os resultados obtidos apds 5 ciclos de lavagem foram bastante promissores em
termos da funcionalidade téxtil, seria interesante, futuramente, testar a atividade antioxidante apds

a realizacao de mais ciclos de lavagem.

3.3.3. Potencial antibacteriano dos téxteis biocoloridos e funcionalizados

Com o intuito de oferecer aos consumidores cada vez mais conforto, higiene e bem-estar,
a industria téxtil tem trabalhado arduamente no desenvolvimento de téxteis técnicos e funcionais
com propriedades diversas, entre as quais antimicrobianas. Estes produtos permitem controlar os
maus odores e atrasar a degradacao do artigo téxtil, problemas causados pelos microrganismos

presentes na pele humana, bem como ajudar na mitigacao de doencas cutaneas, estas causadas
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por microrganismos patogénicos ou oportunistas. Nos ultimos anos tem sido notério o interesse
no desenvolvimento destes artigos, e com compostos funcionais mais sustentaveis, sobretudo de
base natural. Varios estudos tém mostrado que as fibras celuldsicas tratadas com agentes
antibacterianos naturais, como extratos de aloé vera (Ali et a/., 2014; Khurshid et a/,, 2015), tulsi
(Sathianarayanan et al., 2010), flor de joio espinhoso (Thilagavathi e Kannaian, 2008) e cha verde
(Ibrahim et al., 2017) apresentam boas atividades contra varios microrganismos. Estes estudos
de algum modo suportam o presente trabalho, onde um dos objetivos é a utilizacado de propolis

para funcionalizacdo de téxteis com propriedades antibacterianas.

Apés preparacao das malhas 100 % algodéo coloridas/funcionalizadas, foram efetuados
testes qualitativos e quantitativos de avaliacao de desempenho antimicrobiano, com recurso a
bactéria Staphylococcus aureus, por demonstrar suscetibilidade a solucdo de biocoloracdo com
prépolis (subcapitulo 3.2.2). Considerando as metodologias disponiveis, optou-se por um ensaio
de seguimento da curva de crescimento da bactéria, quando colocada em contacto com os téxteis
tingidos com a solucao de biocoloracao. Realizou-se um controlo de crescimento, que consistiu
apenas numa cultura de bactérias em meio liquido e condicdes de crescimento apropriadas, um
controlo positivo, que consistiu na colocacao do antibidtico ampicilina na cultura e varios controlos
negativos, correspondentes a culturas em contacto com os téxteis sem

tingimento/funcionalizacao.

Numa primeira fase, e tal como na analise da cor e da propriedade antioxidante, procedeu-
se a um rastreio com o objetivo de selecionar os tratamentos mais promissores para prosseguir
os estudos de avaliacao da solidez da funcionalidade a lavagem. As curvas de crescimento da
Staphylococcus aureus encontram-se nas Figuras 25 a 30. De modo a tornar a analise mais
percetivel, alguns parametros foram compilados numa tabela, sendo eles a taxa especifica de
crescimento, que permite avaliar o aumento do numero total de células durante a fase exponencial;
a densidade ética final, a duracao da fase de laténcia, ou seja, o tempo que as células demoram

a adaptar-se ao novo meio liquido e a percentagem de atividade antibacteriana (Tabelas 7 a 12).

No que diz respeito aos controlos, de forma geral, todos exibiram o perfil esperado. Nas
curvas de crescimento de Staphylococcus aureus e de Staphylococcus aureus na presenca da
malha de algoddo (CO) é possivel observar uma diferenca entre a densidade 6tica final, a duracéo
da fase de laténcia e a taxa especifica de crescimento (Figura 25, Tabela 7). Estas diferencas

poderao dever-se a retencao e adesdo de microrganismos ao provete, reduzindo a quantidade de
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bactérias livres em suspensao no meio liquido, devido a natureza rugosa das superficies téxteis e
a constante agitacdo durante o ensaio. Segundo Wang ef a/. (2018) a malha de algodao faz com
que exista alguma reducao no crescimento da bactéria, proporcionado pela adesao de bactérias a
superficie da amostra. No entanto, o algodao sem qualquer tratamento (CO) ndo apresenta
atividade antibacteriana, atingindo valores de D.O. final superiores a 1, mesmo quando tratado
com alumen de potassio (CO + AP), indicando que este mordente ndo apresenta atividade
antibacteriana. Por sua vez, a curva de crescimento bacteriano na presenca do mordente acido
tanico (CO + AT), por si so, é semelhante & da curva na presenca ampicilina (controlo positivo),
atingindo valores de D.O. préximos de zero, indicando neste caso que o mordente tem atividade

antibacteriana.

4-
—e— (Controlo de crescimento
" —=—  Ampicilina
i — CO CO +SB

CO + AP —— CO+AP+SB
CO + AT -~ CO+AT+SB

Densidade ética (600 nm)
N

Tempo (h)

Figura 25. Curva de crescimento de Staphylococcus aureus ATCC 6538 em contacto com malhas de
algodao funcionalizadas com solucédo de biocoloracdo (SB) e os respetivos controlos. As amostras
utilizadas foram algodéo (CO), algodao tratado simultaneamente com alimen de potassio (CO + AP) ou
com acido tanico (CO + AT). Os téxteis foram colocados numa cultura bacteriana em meio LB com uma
D.0.« inicial de 0,05, sendo a incubacao a 37 °C e 200 rpm. A D.0O.« foi medida ao longo de 5,5
horas. Apresentam-se os valores médios de trés réplicas efetuadas, para cada ponto, e respetivo desvio
padrao.

Todos os téxteis coloridos/funcionalizados com a solucao de biocoloracao tém capacidade
de inibir o crescimento bacteriano quando em contacto com a cultura liquida e a fase de laténcia
mantém-se ao longo de todo o ensaio, o que ndo permite a determinacdo da taxa especifica de
crescimento. Em particular, destaca-se o algodao tratado apenas com a solucao de biocoloracao
(CO + SB) - nestas condicoes, a fase de laténcia tem uma duracao de pelo menos 5,5 h, a D.O.
final é proxima de zero e a atividade antibacteriana praticamente 100 %. Os compostos bioativos
da solucao passados para os téxteis parecem inibir a multiplicacdo da bactéria, pelo menos
durante o tempo do ensaio, um comportamento semelhante ao observado na presenca de

ampicilina.
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Tabela 7. Parametros do crescimento - taxa especifica de crescimento (h), densidade 6tica final, duracdo
da fase de laténcia (h) e atividade antibacteriana (%) - de Staphylococcus aureus ATCC 6538 em contacto
com malhas de algodao (CO), algodao tratado simultaneamente com alimen de potassio (C + AP) ou
com acido tanico (CO+ AT) n&o funcionalizadas e funcionalizadas com a solucdo de biocoloracdo (SB). “-”
indica nao determinavel.

Taxa especificade  Densidade otica  Fase laténcia Atividade
crescimento (h?) final (h) antibacteriana (%)*
Controlo de crescimento 1,17 3,18 2
Ampicilina - 0,09 5,5 100+0

co 1,07 1,59 2,5 37,95+10,01

CO +AP 1,05 1,20 3 24,45+20,07

CO +AT - 0,04 55 99,98+0,01

CO +SB - 0,02 55 99,95+0,05
CO+AP+SB - 0,02 55 99,86+0,20
CO +AT+SB - 0,02 55 99,99+0,003

‘Atividade antibacteriana expressa a % de reducao de células vidveis observada na presenca de ampicilina ou de um dado provete,
calculada segundo a equacéo 5. Desta forma, valores iguais ou inferiores ao observado na presenca da malha de algodao nao
traduzem atividade antibacteriana, mas apenas a interferéncia do provete no crescimento desta bactéria.

No que se refere aos dois processos de mordentagem - simultanea (Figura 25, Tabela 7)
ou prévia (Figura 26, Tabela 8) - o perfil de crescimento da bactéria Staphylococcus aureus, a D.O.
final e a fase de laténcia sdo semelhantes, bem como quando é comparado com aplicacao ou nao
de alumen de potassio. De ressalvar que a analise do mordente acido tanico nado foi contabilizada,
uma vez que o auxiliar por si so6 tem atividade (Figura 27). Tal como mencionado para a atividade
antioxidante, a melhor opcao a nivel industrial sera sempre a que se traduzir num menor tempo e
menos gastos energeéticos e de recursos humanos. Assim, a utilizacdo da solucao de biocoloracéo
apenas (CO + SB) (Figura 25) afigura-se muito promissora, sendo, contudo, necessario ainda fazer

uma analise da solidez da atividade a lavagem.
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Figura 26. Curva de crescimento de Staphylococcus aureus ATCC 6538 em contacto com malhas de
algoddo funcionalizadas com solucdo de biocoloracdo (SB). As amostras utilizadas foram algodéo (CO),
algodao pré-tratado com alumen de potassio (CO_ptAP) e algodao pré-tratado com alimen de potassio e
simultaneamente com &cido tanico (CO_ptAP + AT). Os téxteis foram colocados numa cultura bacteriana
em meio LB com uma D.O.« inicial de 0,05, sendo a incubacdo a 37 °C e 200 rpm. A D.O.« foi medida
ao longo de 5,5 horas. Apresentam-se os valores médios de trés réplicas efetuadas, para cada ponto, e
respetivo desvio padrao.

Tabela 8. Parametros de crescimento - taxa especifica de crescimento (h?), densidade ética final, fase de
laténcia (h) e atividade antibacteriana (%) - de Staphylococcus aureus ATCC 6538 em contacto com
malhas de algod&o (CO), algodao pré-tratado com alumen de potassio (CO_ptAP), algodado pré-tratado
com alumen de potassio simultaneamente com acido tanico (CO_ptAP + AT) e funcionalizadas com a
solucdo de biocoloracdo (SB). “-" indica nao determinavel.

Taxa especifica de Densidade ética Fase laténcia Atividade
crescimento (h+) final (h) antibacteriana (%)*
Controlo de crescimento 1,17 3,13 2

Ampicilina - 0,08 5,5 100+0
co 1,07 1,53 2,5 17,29+4,30
CO_ptAP 1,05 1,20 2,5 24,45+20,01
CO_ptAP + SB - 0,004 5,5 99,98+0,004
CO_ptAP+ AT + SB - 0,005 55 99,98+0,03

‘Atividade antibacteriana expressa a % de reducéo de células viaveis observada na presenca de ampicilina ou de um dado provete,
calculada segundo a equacao 5. Desta forma, valores iguais ou inferiores ao observado na presenca da malha de algoddo nao
traduzem atividade antibacteriana, mas apenas a interferéncia do provete no crescimento desta bactéria.
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Analisando as curvas de crescimento relativas aos controlos negativos com acido tanico

(CO_ptAT) (Figura 27, Tabela 9) e com glioxal (CO + 1%Gli-1%SA e CO + 1,5%Gli-0,5%SA) (Figura

28, Tabela 10), é possivel verificar que as curvas de crescimento na presenca destes téxteis sao

semelhantes a observada na presenca de ampicilina (controlo positivo), evidenciando que, quer a

aplicacao do acido tanico quer a de glioxal conferem atividade antibacteriana ao substrato téxtil.

Resultados idénticos, em que o acido tanico e o glioxal, quando aplicados em algodao, permitem

que este substrato tenha atividade contra Staphylococcus aureus foram ja reportados

anteriormente (Juntarapun e Satirapipathkul, 2012; Silva ef a/,, 2018; Jawad et a/., 2019).
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Figura 27. Curva de crescimento de Staphylococcus aureus ATCC 6538 em contacto com malhas de
algodéo funcionalizadas com solucédo de biocoloracédo (SB). As amostras utilizadas foram algodao (CO),
algodéo pré-tratado com 4acido tanico (CO_ptAT) e algodao pré-tratado com acido tanico simultaneamente
com altimen de potassio (CO_ptAT + AP). Os téxteis foram colocados numa cultura bacteriana em meio
LB com uma D.0O.« inicial de 0,05, sendo a incubacao a 37 °C e 200 rpm. A D.O.s«foi medida ao longo
de 5,5 horas. Apresentam-se os valores médios de trés réplicas efetuadas, para cada ponto, e respetivo

desvio padrao.
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Figura 28. Curva de crescimento de Staphylococcus aureus ATCC 6538 em contacto com malhas de
algoddo funcionalizadas com solucdo de biocoloracdo (SB). As amostras utilizadas foram algod&o (CO),
algoddo tratado simultaneamente com glioxal e sulfato de aluminio a 10 g/L (CO + 1%Gli-1%SA) e tratado
simultaneamente com glioxal e sulfato de aluminio a 15 g/L e 5 g/L, respetivamente (CO + 1,5%Gli-
0,5%SA). Os téxteis foram colocados numa cultura bacteriana em meio LB com uma D.O.« inicial de
0,05, sendo a incubacao a 37 °C e 200 rpm. A D.0O.« foi medida ao longo de 5,5 horas. Apresentam-se
os valores médios de trés réplicas efetuadas, para cada ponto, e respetivo desvio padrao.

68



Tabela 9. Parametros do crescimento - taxa especifica de crescimento (h), densidade 6tica final, duracédo

da fase de laténcia (h) e atividade antibacteriana (%) - de Staphylococcus aureus ATCC 6538 em contacto

com malhas de algodao (CO), algodao pré-tratado com acido tanico (CO_ptAT), algodao pré-tratado com

acido tanico simultaneamente com alumen de potassio (CO_ptAT + AP) e funcionalizadas com a solucao
de biocoloracdo (SB). “-" indica ndo determinavel.

Taxa especifica de Densidade odtica Fase laténcia Atividade
crescimento (h?) final (h) antibacteriana (%)*
Controlo de crescimento 1,14 3,15 2

Ampicilina - 0,08 - 100+0
co 1,01 1,58 2 17,30+4,26
CO_ptAT - 0,04 55 99,98+0,01
CO_ptAT + SB - 0,01 55 100+0,002
CO_ptAT + AP + SB - 0,01 55 99,96+0,01

‘Atividade antibacteriana expressa a % de reducao de células viaveis observada na presenca de ampicilina ou de um dado provete,
calculada segundo a equacéo 5. Desta forma, valores iguais ou inferiores ao observado na presenca da malha de algodao nao
traduzem atividade antibacteriana, mas apenas a interferéncia do provete no crescimento desta bactéria.

Tabela 10. Parametros do crescimento - taxa especifica de crescimento (h'), densidade 6tica final,
duracdo da fase de laténcia (h) e atividade antibacteriana (%) - de Staphylococcus aureus ATCC 6538 em
contacto com malhas de algodao (CO), algodao tratado simultaneamente com glioxal e sulfato de
aluminio a 10 g/L (CO + 1%Gli-1%SA) e tratado simultaneamente com glioxal e sulfato de aluminio a 15
g/L e b g/L, respetivamente (CO + 1,5%Gli-0,5%SA) e funcionalizadas com a solucao de biocoloracao

(SB). “-" indica nao determinavel.
Taxa especifica de Densidade otica Fase laténcia Atividade
crescimento (h4) final (h) antibacteriana (%)*
Controlo de crescimento 1,22 2,83 2
Ampicilina - 0,082 5,5 100+0

co 1,0 1,18 2,5 23,10+17,62
CO + 1%Gli-1%SA - 0,11 55 95,75+0,45
CO + 1%Gli-1%SA + SB - 0,02 5,5 98,23+1,83
CO + 1,5%Gli-0,5%SA - 0,09 55 98,45+1,20
CO + 1,5%Gli-0,5%SA + SB - 0,01 5,5- 94,52+6,35

‘Atividade antibacteriana expressa a % de reducao de células viaveis observada na presenca de ampicilina ou de um dado provete,
calculada segundo a equacéo 5. Desta forma, valores iguais ou inferiores ao observado na presenca da malha de algodao nao
traduzem atividade antibacteriana, mas apenas a interferéncia do provete no crescimento desta bactéria.
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Na analise da atividade antibacteriana os resultados anteriormente mencionados podem
ser confirmados. Com efeito, para as amostras tratadas com acido tanico (Tabela 9) e com glioxal
(Tabela 10) foram registados valores de atividade antibacteriana proximos de 100%. Assim, estes
tratamentos ndo serdo vantajosos, uma vez que a funcionalidade podera estar associada ao

tratamento propriamente dito e nao aos compostos ativos da solucéo de biocoloracao.

No caso do algodao pré-tratado com quitosano (CO_ptQ) (Figura 29), ainda que se observe
um aumento na D.O. final, aproximando-se do valor atingido pela cultura bacteriana na presenca
do provete de algodao sem tratamento (CO), a fase de laténcia tem uma duracdo bastante
superior. Dada a menor sensibilidade do método espectrofotométrico utilizado neste ensaio, o
potencial antibacteriano é melhor avaliado, nestes casos em concreto, através do parametro da
atividade antibacteriana (Tabela 11), que permite concluir que este pré-tratamento com quitosano
origina substratos téxteis com alguma atividade antibacteriana (89,10 + 0,91 %), o que podera
dever-se a sua natureza policationica, bem como as cargas positivas da malha de algodao,
interagindo ambas com a parede celular carregada negativamente levando a modificacdo da
permeabilidade celular e, consequentemente, poderao interferir no metabolismo microbiano e
levar a morte das células (Tayel ef a/, 2011). Todos os téxteis tingidos/funcionalizados com a
solucéo de biocoloracao tém a capacidade de inibir o crescimento bacteriano, decorrendo esta
inibicao durante todo o tempo de ensaio. A cultura com o téxtil pré-tratado com quitosano (CO_ptQ)
tem um comportamento bastante semelhante ao perfil das culturas com os téxteis funcionalizados
até cerca das primeiras 4 h de ensaio, mas observa-se crescimento bacteriano a partir dessa altura
(Figura 29), sugerindo que o efeito inibidor se torna menos intenso e deixa de ser detetavel. Um
controlo com os dois tratamentos, ou seja, o pré-tratamento com quitosano seguidamente com a
mordentagem teria sido util para verificar um eventual efeito sinérgico entre o pré-tratamento e o

mordente, tal como para todas as amostras com dois tratamentos.

Tal como ja referido, uma alternativa mais sustentavel ao mordente de alumen para
aumentar a reatividade do téxtil, sera a tecnologia do plasma atmosférico. As amostras de algodao
foram submetidas ao pré-tratamento com plasma e a um processo de mordentagem em
simultaneo com alumen de potassio (Figura 30), com o objetivo de analisar o efeito entre os dois
tipos de tratamento. A curva de crescimento bacteriano é semelhante na presenca do téxtil com
modificacao da superficie através da tecnologia do plasma (CO_ptP) e do algodéo (CO), atingindo-

se D.O. finais idénticas e o mesmo se verifica no parametro da percentagem de atividade
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antibacteriana. Este era um resultado expectavel ja que o pré-tratamento com plasma apenas

torna mais reativa a superficie téxtil, sem fornecer grupos funcionais (Zanini et a/., 2018).
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Figura 29. Curva de crescimento de Staphylococcus aureus ATCC 6538 em contacto com malhas de
algodao funcionalizadas com solucéo de biocoloracéo (SB). As amostras utilizadas foram algodao (CO),
algodao pré-tratado com quitosano (CO_ptQ), algodao pré-tratado com quitosano simultaneamente com

alimen de potassio (CO_ptQ + AP) e algodao pré-tratado com quitosano simultaneamente com acido
tanico (CO_ptQ + AT). Os téxteis foram colocados numa cultura bacteriana em meio LB com uma D.0.e0

inicial de 0,05, sendo a incubacdo a 37 °C e 200 rpm. A D.O.s foi medida ao longo de 5,5 horas.
Apresentam-se os valores médios de trés réplicas efetuadas, para cada ponto, e respetivo desvio padréo.

Tabela 11. Parametros do crescimento - taxa especifica de crescimento (h?), densidade otica final,
duracao da fase de laténcia (h) e atividade antibacteriana (%) - de Staphylococcus aureus ATCC 6538 em
contacto com malhas de algodao (CO), algodao pré-tratado com quitosano (CO_ptQ), algodao pré-tratado

com quitosano simultaneamente com alimen de potassio (CO_ptQ + AP) e algodao pré-tratado com
quitosano simultaneamente com &cido tanico (CO_ptQ + AT) e funcionalizadas com a solucéo de

biocoloracédo (SB). “-" indica ndo determinavel.
Taxa especifica de Densidade ética Fase laténcia Atividade
crescimento (h+) final (h) antibacteriana (%)*
Controlo de crescimento 1,19 2,83 2
Ampicilina - 0,08 5,5 100+0
Co 0,98 1,36 2,5 26,27+10,0
CO_ptQ 0,73 0,93 4 89,10+0,91
CO_ptQ + SB - 0,003 5,5 99,97+0,02
CO_ptQ + AP + SB - 0,005 5,5 99,13+0,72
CO_ptQ + AT + SB - 0,009 5,5 99,99+0,008

‘Atividade antibacteriana expressa a % de reducao de células viaveis observada na presenca de ampicilina ou de um dado provete,
calculada segundo a equacéo 5. Desta forma, valores iguais ou inferiores ao observado na presenca da malha de algodao nao
traduzem atividade antibacteriana, mas apenas a interferéncia do provete no crescimento desta bactéria.
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Figura 30. Curva de crescimento de Staphylococcus aureus ATCC 6538 em contacto com malhas de
algoddo funcionalizadas com solucdo de biocoloracdo (SB). As amostras utilizadas foram algodéo (CO),
algodao pré-tratado com plasma (CO_ptP), algodao pré-tratado com plasma simultaneamente com
alimen de potassio (CO_ptP + AP) e algodao pré-tratado com plasma simultaneamente com éacido tanico
(CO_ptP + AT). Os téxteis foram colocados numa cultura bacteriana em meio LB com uma D.0.« inicial
de 0,05, sendo a incubacédo a 37 °C e 200 rpm. A D.0.« foi medida ao longo de 5,5 horas. Apresentam-
se 0s valores médios de trés réplicas efetuadas, para cada ponto, e respetivo desvio padrao.

Em relacdo aos téxteis sujeitos a uma pré-tratamento de plasma e com a solucao de
biocoloracao, bem como com o mordente alumen de potassio, observa-se que as amostras
CO_ptP + SB e CO_ptP + AP + SB interferem no crescimento bacteriano, de forma semelhante a
da ampicilina ou a da amostra CO + SB (Figura 25, Tabela 7). Este comportamento esta em
concordancia com os resultados obtidos no ensaio de viabilidade, que se traduziu em praticamente
100 % de atividade antibacteriana ou inibicdo do crescimento para qualquer dos provetes
tingidos/funcionalizados (Tabela 12). Constata-se ainda nao existirem efeitos positivos na
utilizacao deste pré-tratamento (CO_ptP + SB), bem como na utilizacdo de dois tratamentos
(CO_ptP + AP + SB), pois conduzem a uma D.O. final e a percentagens de atividade antibacteriana
semelhantes as dos téxteis CO + SB ou CO + AP + SB, por exemplo, obtidos por metodologias
mais rapidas. Acresce que o uso desta tecnologia a nivel industrial ainda nao é frequente, dai a

exclusao desta condicao dos ensaios que se seguiram.
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Tabela 12. Parametros do crescimento - taxa especifica de crescimento (h?), densidade otica final,
duracdo da fase de laténcia (h) e atividade antibacteriana (%) - de Staphylococcus aureus ATCC 6538 em
contacto com malhas de algodao (CO), algodao pré-tratado com plasma (CO_ptP), algoddo pré-tratado
com plasma simultaneamente com alumen de potassio (CO_ptP + AP) e algodao pré-tratado com plasma
simultaneamente com &cido tanico (CO_ptP + AT) e funcionalizadas com a solucao de biocoloracao (SB).
“-"indica ndo determinavel.

Taxa especifica de Densidade odtica Fase laténcia Atividade
crescimento (h4) final (h) antibacteriana (%)*
Controlo de crescimento 1,19 3,01 2
Ampicilina - 0,08 5,5 100+0

co 0,84 1,28 2,5 17,30+4,26
CO _ptP 0,74 1,07 2,5 24,50+19,86
CO_ptP + SB - 0,005 55 99,96+0,02
CO_ptP + AP + SB - 0,006 55 99,13+0,72
CO _ptP + AT + SB - 0,021 55 99,990,008

‘Atividade antibacteriana expressa a % de reducao de células viaveis observada na presenca de ampicilina ou de um dado provete,
calculada segundo a equacéo 5. Desta forma, valores iguais ou inferiores ao observado na presenca da malha de algodao nao
traduzem atividade antibacteriana, mas apenas a interferéncia do provete no crescimento desta bactéria.

Para o estudo da solidez da funcionalidade antibacteriana dos téxteis a varios ciclos de
lavagem com detergente, foram selecionadas duas amostras: algodao tingido/funcionalizado com
a solucao de biocoloracado (CO + SB) e algodao tratado simultaneamente com o mordente alimen
de potassio e a solucao de biocoloracao (CO + AP + SB), bem como os respetivos controlos. Nao
foi possivel a determinacdo da curva de crescimento bacteriano na presenca destas amostras uma
vez que a malha 100 % algodao utilizada nos novos tingimentos apresentava atividade (Figura A4,
Apéndice lll) qguando comparada com a malha anteriormente utilizada (Figura 25, por exemplo).
Isto podera dever-se a heterogeneidade da etapa de acabamento, ja efetuado pelo fornecedor do
substrato téxtil antes do processo de tingimento, consistindo este na preparacao da malha para
confecdo e onde poderdo ter sido usados compostos com propriedades antibacterianas que,
mesmo apds as lavagens, poderao ficar ainda retidos na malha. Desta forma, a malha utilizada
para este novo tingimento foi sujeita a uma lavagem prévia com o detergente padrao, por se tratar
de um detergente mais agressivo, permitindo a remocao de compostos que estivessem a provocar
a atividade antibacteriana ao algoddo sem qualquer tratamento. Mesmo assim, verificou-se que

este algodao influencia o crescimento da cultura bacteriana de forma mais acentuada que a malha
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utilizada no inicio do presente trabalho, mantendo-se em fase de laténcia cerca de 8 h, embora
recupere e, apés 24 h, se encontre na fase exponencial (Figura A5, Apéndice Ill). Nestas
circunstancias, dado que o tempo do ensaio antibacteriano era inferior a este periodo de laténcia,
o estudo da funcionalidade antibacteriana passou a realizar-se através da avaliacdo da
sobrevivéncia de Staphylococcus aureus apds 24 h em contacto com os substratos, por meio de
contagem de células vidveis (UFC). Apds a otimizacdo do protocolo para este novo ensaio, a
atividade antibacteriana contra Stapfivlococcus aureus foi testada apds 5 ciclos de lavagem numa
maquina doméstica. Nesta fase, de modo diferente do ocorrido para a analise da atividade
antioxidante, os téxteis foram submetidos a lavagens de processo com detergente padrdo (40 °C
durante 1,5 h) uma vez que se verificou alteracao do perfil de crescimento bacteriano na presenca
dos controlos téxteis (Figura A4, Apéndice lll), assemelhando-se ao perfil na presenca de ampicilina
(controlo positivo), bem como a um téxtil funcionalizado com atividade antibacteriana.
Posteriormente as lavagens, os téxteis foram biocoloridos/ funcionalizados e de seguida sujeitos
a 5 ciclos de lavagem numa maquina doméstica a 30 °C durante 1 h com detergente Soflan
(Tabela 13).
Tabela 13. Analise da densidade otica final e da atividade antibacteriana (%) apos 24 h de crescimento

em meio LB a 37 °C e 200 rpm de Staphylococcus aureus ATCC 6538 quando em contacto com
algodao tingido/funcionalizado com a solucédo de biocoloracdo (SB), previamente as lavagens e apds 5

ciclos.
Densidade otica final Atividade antibacteriana (%)*
Ciclos de lavagem Ciclos de lavagem

0 5 0 5
co 2,67 4,23 55,95+16,35 44,42+10,40
CO + AP 2,63 4,04 45,92+14,71 46,51+1,84
CO +SB 0,005 2,24 99,97+0,001 78,35+1,94
CO + AP +SB 0,27 2,33 89,06+4,11 93,14+4,47
Controlo de crescimento 5,37
Ampicilina 0,096 100

‘Atividade antibacteriana expressa a % de reducéo de células viaveis observada na presenca de ampicilina ou de um dado provete,
calculada segundo a equacao 5.

74



Neste caso, apesar do controlo de algoddo (CO) apresentar atividade antibacteriana
elevada e proxima dos 45 %, a D.O. final é préxima do controlo de crescimento (Tabela 13).
Adicionalmente, a atividade antibacteriana dos controlos téxteis (CO, CO_ptAP) parece manter-se

apos lavagens.

No que se refere ao teste de solidez para os téxteis funcionalizados, verifica-se, apds 5
ciclos de lavagem, que houve incremento de crescimento bacteriano na presenca de CO + SB,
atingindo-se uma D.O. final superior a D.O. final obtida sem lavagens, consequentemente uma
reducdo na atividade antibacteriana de, aproximadamente, 22 %. Este resultado vem comprovar
novamente a ja reconhecida limitacdo dos corantes naturais em termos da sua baixa durabilidade
as lavagens. No entanto, comparando com o controlo negativo, a densidade o¢tica final é inferior e
a reducdo da viabilidade bacteriana é maior (78,35 + 1,94 %), o que revela ainda alguma

funcionalidade.

Por outro lado, relativamente ao téxtil com a solucao de biocoloracdo e o mordente (CO +
AP + SB), apos 5 ciclos, e comparando com o controlo negativo (CO + AP), a D.O. final obtida ¢
também inferior semelhante a registada na amostra sem mordentagem (CO + SB). No entanto, a
atividade antibacteriana é semelhante a registada pela mesma amostra sem lavagens e superior
a da amostra CO + SB, apos 5 ciclos (Tabela 13). Este resultado permite inferir acerca do beneficio
da utilizacdo do mordente alumen de potassio na ancoragem da solucéo de biocoloracdo com
propolis e na durabilidade da funcionalidade téxtil apds as lavagens. Apesar desta condicao de
ensaio utilizar um mordente metalico, permite-nos igualmente obter um algodao biocolorido e
funcional de material mais sustentavel, uma vez que é produzido com baixo impacto ambiental.
Suneeta et al. (2020) analisaram as propriedades antibacterianas de substratos téxteis de algodao
tingidos com extratos de folhas de nim com o mordente alumen de potassio e verificaram que 0s
tecidos tratados apresentavam atividade apds 5 ciclos de lavagem. Outro estudo realizado por
Yusuf et a/. (2012) analisou as propriedades antibacterianas de substratos téxteis de 1a tingidos
com Lawsonia inermis com e/ou sem alumen de potassio. Os provetes coloridos apenas com o
extrato apresentaram atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus, contudo, apds 5
ciclos de lavagem, esta teve uma reducao de, aproximadamente, 50 % da bioatividade inicial. No
entanto, quando os autores adicionaram alimen ao tingimento verificaram menor reducao na

atividade, como constatado no presente estudo.
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Conforme mostrado na analise da cor, aumentar o numero de ciclos de lavagem de 1 para
5 resulta numa diminuicao no valor de K/s em CO + SB (Figura 19, Tabela 6), apresentando uma
maior diferenca de cor comparativamente a amostra nao lavada, bem como uma diminuicao da
atividade antioxidante e da atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus. Porém, a
aplicacao do mordente alumen de potassio no banho permite aumentar a ancoragem entre o
corante e o algodao, exibindo o provete CO + AP + SB maior solidez nas lavagens e durabilidade

das funcionalidades estudadas.
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4. Conclusdes e Perspetivas futuras
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Este projeto foi desenvolvido com o objetivo de aproveitar e rentabilizar o prépolis recolhido
na localidade de Gerés, um produto natural que tem vindo a revelar bioatividades de interesse, e
consequentemente um potencial de utilizacao para possiveis aplicacdes em varias industrias. No
ambito deste projeto, cujo objetivo principal consistiu na exploracdo e valorizacado de novas
funcionalidades, foi utilizada uma amostra recolhida em 2019, e testada na biocoloracdo e

funcionalizacao téxtil.

Numa fase inicial do estudo, e ap6s preparacao do extrato etandlico de propolis (G19.EE),
realizou-se a sua analise utilizando o método de DPPH e difusdo em agar, para a avaliacdo das
propriedades antioxidante e antibacteriana, respetivamente. Desta caracterizacao concluiu-se que
amostra em estudo exibe um forte potencial antioxidante, equivalente ao do propolis do Gerés de
2013. Relativamente a avaliacdo da atividade antibacteriana, os espectros de atividade de G19.EE
sao relativamente idénticos aos das amostras recolhidas anualmente desde 2011, apresentando
valores de CMI idénticos. A analise destes parametros permite constatar que o prépolis do Gerés

tem exibido um espectro de bioatividades relativamente constante ao longo dos anos.

G19.EE foi entéo utilizado para preparar uma solucao de biocoloracéo e analisaram-se as
atividades antioxidante e antibacteriana da mesma. Os resultados desta solucdo mostraram-se
promissores para a propriedade antioxidante, bem como para a atividade antibacteriana contra a
bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus. Assim, na fase seguinte, procedeu-se a coloracao
e funcionalizacdo dos substratos téxteis, recorrendo-se a técnica de esgotamento. Com o objetivo
de melhorar a ancoragem da solucao de biocoloracdo ao substrato téxtil, este foi submetido a
processos de mordentagem (prévia e simultanea) com alumen de potassio e com acido tanico, a
uma adicao de um agente de ligacao (glioxal) e a modificacdes da superficie do téxtil (equipamento

de plasma atmosfeérico e utilizacao de quitosano).

De uma forma geral, a solucdo de prépolis foi capaz de colorir todos os substratos de
algodao, tendo-se obtido tonalidades diferentes consoante o mordente e a modificacdo de
superficie utilizados. Além disso, também se verificou que os provetes biocoloridos apresentaram

propriedades antioxidante e antibacterianas.

A malha de algodao colorida/funcionalizada com a solugédo de biocoloracao (CO + SB), a
tratada simultaneamente com alumen de potassio e colorida/ funcionalizada com a solucao de
biocoloracdo (CO + AP + SB), a pré-tratada com alimen de potassio e colorida/ funcionalizada

com a solucéo de biocoloracao (CO_ptAP + SB), a tratada simultaneamente com o glioxal e sulfato
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de aluminio a 10 g/L e colorida/ funcionalizada com a solucao de biocoloracao (CO + 1%Gli-1%SA
+ SB) demonstraram-se as mais interessantes para serem analisadas quanto a solidez da cor e
das funcionalidades as lavagens com detergente (Soflan). De uma forma geral, apresentaram, logo
apos a primeira lavagem, uma diminuicao no valor de K/s e, consequentemente, uma perda de
cor, continuando a diminuir com o aumento dos ciclos de lavagem. Verificou-se ainda que, com o
aumento de numero de ciclos, os valores de AE foram aumentando. Contudo, a amostra CO + AP
+SB revelou ser ainda promissora, por se ter observado a obtencdo de cores com tonalidades
fortes, como também uma solidez da cor e forca coloristica elevadas, comparativamente ao téxtil
tingido unicamente com a solucao de biocoloracdo (CO + SB). Adicionalmente, esta amostra
apresentou resultados muito satisfatérios no que diz respeito a durabilidade das atividades

antioxidante e antibacteriana, apos as lavagens.

Desta forma, o objetivo deste estudo foi atingido, tendo-se alcancado um substrato téxtil
tingido e funcionalizado com propolis (CO + AP + SB) onde se obteve uma cor amarela forte e
valores de atividades antioxidante e antibacteriana interessantes, e com solidez a lavagem.
Futuramente, e tendo em conta os resultados promissores obtidos ao longo desta investigacao,

seria interessante explorar novas técnicas e novos conceitos, tais como:

» Otimizar o processo de tingimento, de modo a contornar o problema da heterogeneidade
da cor;

» Estudar a solidez das atividades testadas a outros fatores inerentes ao ciclo de vida de um
produto téxtil, entre os quais: abraséo, luz solar, suor e secagem na maquina;

» Testar as atividades antioxidante e antibacteriana apds a realizacao de mais ciclos de
lavagem;

» Estudar a atividade antibacteriana dos téxteis biocoloridos contra microbios patogénicos
da area da dermatologia, por exemplo causadores da acne (Propionibacterium acnes);

> Avaliar a possivel atividade dos téxteis biocoloridos contra leveduras e fungos, para além
da propriedade antibacteriana;

» Utilizar uma maior diversidade de téxteis, com composicdes diferentes, explorando a
possibilidade de uma maior impregnacao e afinidade entre a solucao de biocoloracao e
esses substratos téxteis;

> Explorar a eficacia destes téxteis funcionais /n v, por exemplo, em animais com

patologias dermatoldgicas, recorrendo a colocacao de patches sobre a pele de voluntarios.
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Na figura que se segue, a reta representa a absorvancia do acido galico em funcao da
concentracao. Este estudo foi feito com o objetivo de se utilizar este composto como padrao para

0s ensaios da atividade antioxidante do extrato G19.EE, descritos na seccdo 2.4.1.1.
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Figura Al. Percentagem de reducédo de DPPHe (A =517 nm) em funcdo da concentracdo de acido
galico.
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Apéndice I

O gréfico representado na Figura A2 apresenta o espectro obtido na preparacao da solucéao
de trabalho de ABTS, de modo a verificar qual o pico maximo entre 700 nm e 800 nm e a

absorvancia correspondente.
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Figura A2. Scan da solucéo de trabalho de ABTS realizado no UV-Vis.

Na Figura A3 a reta representa a absorvancia de uma solucao de L-cisteina em funcéo da
concentracao, estudo realizado para selecionar a concentracao ideal a utilizar no controlo positivo

dos ensaios da atividade antioxidante pelo método de ABTS.
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Figura A3. Reta de calibracdo com L-cisteina, o composto padréo utilizado na avaliacdo da atividade
antioxidante pelo método de ABTS.
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Apéndice lll

O grafico apresenta os perfis de crescimento de Staphylococcus aureus quando os téxteis
de controlo do novo ensaio foram comparados com a malha de algodao do rastreio. Este estudo
foi feito com o objetivo de verificar a atividade antimicrobiana do algoddo, mostrando

simultaneamente a heterogeneidade entre lotes de malha.

54
—e— Controlo de crescimento

E 44 -=- Ampicilna
§ —— CO (do rastreio)
=3 - CO
£
3 24
©
©
& 11
o

04

0 2 4 6 8

Tempo (h)

Figura A4. Curva de crescimento de Staphylococcus aureus ATCC 6538 em contacto com a malha de
algodao usada no rastreio inicial (CO do rastreio) e uma nova malha de algodao utilizada nos ultimos
ensaios (CO). Os téxteis foram colocados numa cultura bacteriana em meio LB com uma D.0.« inicial de
0,05, sendo a incubacao a 37 °C e 200 rpm. A D.O.« foi medida periodicamente ao longo de 6,5 horas.

O grafico apresenta os perfis de crescimento para Staphylococcus aureus quando 0s
téxteis de controlo (CO da Figura A4) foram submetidos a uma lavagem com agua ou com o
detergente padrao. Este estudo foi feito com o objetivo de verificar se a lavagem com o detergente

permitiria retirar algum composto que estivesse a influenciar a atividade antibacteriana do algodao

(CO).
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Figura A5. Curva de crescimento de Staphylococcus aureus ATCC 6538 em contacto com a nova malha
de algodao apos lavagem com agua e com detergente padrao. Os téxteis foram colocados numa cultura
bacteriana em meio LB com uma D.O.« inicial de 0,05, sendo a incubacao a 37 °C e 200 rpm. A D.O.sx
foi medida periodicamente ao longo de 6,5 horas. Apresentam-se os valores médios de duas réplicas
efetuadas, para cada ponto, e respetivo desvio padréo.
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As tabelas seguintes apresentam as atividades antioxidante (Tabela Al) e antibacteriana
(Tabela A2) de extratos etanolicos preparados com amostras de prépolis do Gerés recolhidas em
anos anteriores a data da amostra utilizada no presente trabalho.

Tabela Al. Capacidade de captura do radical livre DPPH e, apresentada em valores de ICs (ug/ mL), dos
extratos etandlicos preparados com amostras de prépolis do Gerés (G.EEs) recolhidas entre 2011 a

2016, 2018 e 2019. Os valores sao apresentados na forma de média + desvio padrao. Realizou-se o
teste One-way ANOVA (letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas pelo teste 7ukey

(p < 0,05)).

Extratos etandlicos de IC50 (ng/mL) Referéncia
Prépolis
G11.EE 17,77+0,78&
GI2.EE 14,41+0,56° Freitas ef a/. (2019)
G13.EE 25,24+2 45
Gl4.EE 16,46+0,75¢
G15.EE 10,70+0,69° (Goncalves, 2017)
G16.EE 5,460, 35¢ Freitas A.,

comunicacao

G18.EE 10,78+0,48 pessoal
GI19.EE 24,29+0,07¢ Este projeto
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Tabela A2. Atividade antibacteriana dos extratos etanolicos preparados com amostras de propolis do Gerés recolhidas entre 2011 e 2016, 2018 e 2019. A atividade
antibacteriana foi expressa em valores de CMI (ug/mL).

Bactéria CMI (pg/mL)

Gram-positiva Gl1.EE Gl12.EE GI3.EE  GIl4.EE G15.EE G16.EE G18.EE G19.EE
Bacillus megaterium 50 50 50 50 50 50 50 100
Baciflus subtilis 50 50 50 50 50 50 50 100
Bacillus cereus 50 50 50 50 50 50 50 100
Propionibacterium acnes X X X X 50 100 500 500
Methicillin susceptible Staphylococcus aureus (MSSA) 200 200 200 200 750 750 500 500
Methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA) >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >1000 >2000 >2000

Gram-negativa

Escherichia coli >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >1000 >2000 >2000

(Goncalves, Freitas A.,

Referéncia (Freitas ef al, 2019) 2017) comunicagdo pessoal

Este projeto
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