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Resumo

Atualmente, a populacdo tem vindo a revelar um interesse crescente pelos
produtos naturais em detrimento dos sintéticos, nomeadamente para aplicacdes
cosmeéticas.

As antocianinas sdo compostos naturais pertencentes ao grupo dos polifendis e
a classe dos flavonoéides. Estes compostos séo responsaveis pelas cores vermelha, roxa
e azul de muitas frutas, vegetais e flores, e apresentam diversas propriedades benéficas
para a saude humana, como atividade antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatéria e
anticancerigena. Devido a essas propriedades, as antocianinas podem ser incorporadas
em locdes e cremes corporais com 0 objetivo de prevenir doencas de pele e evitar o
envelhecimento precoce. No entanto, estes compostos apresentam baixa solubilidade
em meio lipofilico e baixa estabilidade em relagdo ao pH, a temperatura e a luz, pelo
gue a sua aplicagdo em formulagbes cosméticas pode estar comprometida. Uma
estratégia para ultrapassar este problema podera ser através da sua imobilizacdo em
substratos téxteis, dando origem a novos cosmetotéxteis.

Assim, neste projeto, o principal objetivo foi produzir cosmetotéxteis a partir de
antocianinas provenientes de residuos agroalimentares e que pudessem ser utilizados
para proteger a pele e para prevenir o envelhecimento.

Numa fase inicial do trabalho, as antocianinas foram extraidas de amoras e o
extrato obtido foi caracterizado, no seu contetdo fendlico, por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) e espetrometria de massa (MS).

Numa segunda fase, o extrato de antocianinas foi imobilizado em téxteis de
algoddo e poliamida e foram testados vérios fatores, como o efeito do pH, da
temperatura, da concentracdo de antocianinas e da presenca e concentracdo de
mordente. As amostras obtidas foram caracterizadas, recorrendo a técnicas como a
colorimetria, a espetroscopia de infravermelho com transformada de Fourier por
refletdncia total atenuada (FTIR-ATR) e a espetroscopia fotoeletronica de raios-X (XPS)
e concluiu-se que o tingimento das mesmas foi realizado com sucesso. Verificou-se
ainda que as condicdes 6timas de tingimento implicavam o uso de extrato sem ajuste
de pH (a um pH acido), uma temperatura de 90 °C e a presenca prévia ou auséncia de
mordente.

Numa Ultima fase deste trabalho avaliou-se o efeito das antocianinas
provenientes do extrato de amora e dos substratos téxteis de algod&o tingidos com este

extrato em modelos celulares de pele. Foram realizados ensaios de libertacdo com suor
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artificial para determinar a quantidade de antocianinas libertada. Foram também
realizados ensaios de citotoxicidade, ndo tendo sido observada toxicidade para
concentracBes inferiores ou iguais a 125 pmol/L. Fizeram-se também ensaios de
inibicdo enzimética com enzimas que séo sobre-expressas durante o envelhecimento
da pele (colagenase, elastase, tirosinase e hialuronidase) e ainda um estudo tedrico
com a enzima hialuronidase. Todas as enzimas estudadas foram inibidas pelo extrato,
0 que permitiu comprovar uma acao antienvelhecimento.

Este estudo revelou-se bastante promissor no que diz respeito a utilizacao das
antocianinas como corantes naturais na inddstria téxtil e como ingredientes cosméticos.
Através deste projeto, foi possivel obter téxteis visualmente atrativos que podem ser

usados para prevenir o envelhecimento e promover a saude da pele.

PALAVRAS-CHAVE:

Amora, antocianinas, algoddo, poliamida, tingimento, citotoxicidade, colagenase,

elastase, hialuronidase, tirosinase, pele, cosmetotéxteis, antienvelhecimento, sadde.
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Abstract

Currently, the population has been showing an increasing interest in natural
products over synthetic ones, namely for cosmetic applications.

Anthocyanins are natural compounds belonging to the group of polyphenols and
the class of flavonoids. These compounds are responsible for the red, purple and blue
colors of many fruits, vegetables and flowers and they have several beneficial properties
for human health, such as antioxidant, antimicrobial, anti-inflammatory and
anticarcinogenic activity. Due to these properties, anthocyanins can be incorporated in
body lotions and creams in order to prevent skin diseases and premature aging.
However, these compounds have low solubility in lipophilic medium and low stability
towards pH, temperature and light, so their application in cosmetic formulations may be
compromised. A strategy to overcome this problem could be through their immobilization
on textile substrates, giving rise to new cosmetotextiles.

Thus, in this project, the main objective was to produce cosmetotextiles using
anthocyanins from agrifood residues that could be used to protect the skin and to prevent
aging.

In an initial phase of this work, anthocyanins were extracted from blackberries
and the obtained extract was characterized, in its phenolic content, by high-performance
liquid chromatography (HPLC) and mass spectrometry (MS).

In a second phase, anthocyanins extract was immobilized on cotton and
polyamide textiles and several factors were tested, such as the effect of pH, temperature,
anthocyanin concentration and the presence and concentration of a mordant. The
obtained samples were characterized using techniques such as colorimetry, attenuated
total reflectance Fourier transform infrared spectroscopy (ATR-FTIR) and X-ray
photoelectron spectroscopy (XPS) and it was concluded that their dyeing was carried out
successfully. It was also observed that the optimal dyeing conditions implied the use of
extract without pH adjustment (at an acidic pH), a temperature of 90 °C and the previous
presence or absence of a mordant.

In the last phase of this work, the effect of anthocyanins from blackberries extract
and of cotton textile substrates dyed with this extract on skin cell models was evaluated.
Release tests were performed with artificial sweat to determine the amount of released
anthocyanins. Cytotoxicity tests were also carried out and no toxicity was observed at
concentrations lower than or equal to 125 umol/L. Enzymatic inhibition tests with the

enzymes that are overexpressed during skin aging (collagenase, elastase, tyrosinase
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and hyaluronidase) and a theoretical study with the enzyme hyaluronidase were
executed. All studied enzymes were inhibited by the extract, which allowed proving an
anti-aging action.

This study was very promising regarding the use of anthocyanins as natural dyes
in the textile industry and as cosmetic ingredients. Through this project, it was possible
to obtain visually attractive textiles that can be used to prevent aging and promote skin
health.

KEY WORDS:

Blackberry, anthocyanins, cotton, polyamide, dyeing, cytotoxicity, collagenase, elastase,
hyaluronidase, tyrosinase, skin, cosmetotextiles, anti-aging, health.
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1. Introducao

Neste capitulo, serd realizada uma breve introducdo a diversos conceitos
importantes para a compreenséo deste trabalho.

Este capitulo encontra-se dividido em trés subseccfes. Numa primeira parte,
serdo abordadas as principais caracteristicas dos compostos fendlicos, principalmente
as propriedades quimicas e bioldgicas das antocianinas. Posteriormente, sera realizada
uma breve referéncia a estrutura e funcao da pele e proceder-se-4 a uma explicacao
sobre o0 seu processo de envelhecimento. Por Ultimo, sera abordada a tematica dos
téxteis funcionais, nomeadamente o processo de funcionalizagédo dos téxteis bem como

os ultimos desenvolvimentos na area dos cosmetotéxteis.

1.1. Compostos fendlicos

Nos ultimos anos, tem havido um grande interesse por parte dos cientistas num
grande numero de compostos naturais, designados de compostos fendlicos. Estes
compostos caracterizam-se por possuirem um anel benzénico substituido por um ou
mais grupos hidroxilo (—OH). Os compostos fendlicos encontram-se divididos em varias
classes, tendo em conta o nimero de anéis fendélicos que contém e os elementos

estruturais que ligam esses anéis entre si (Fig. 1.1) [1,2].

Antocianidinas ’ Cianidina
Chalconas *@ Trans-chalcona
Flavan-3-6is K Galato de epicatequina

Flavonoides — Flavanonas { . Hesperidina
Flavonas +/3* Luteolina
Flavonéis < Quercetina
Isoflavonas «# Daidzeina

) Acidos benzéicos & Acido elégico
Acidos fenolicos

Compostos fendlicos —

Acidos hidroxicinamicos P Acido cafeico

Lignanos @  Secoisolariciresinol

Estilbenos o Resveratrol

Fig. 1.1 - Compostos fendlicos: exemplos de classes, subclasses e alguns compostos. Adaptado de [3].

Existem mais de 8000 compostos fendlicos diferentes identificados na Natureza
[4]. Estas moléculas sdo produzidas durante o metabolismo secundario das plantas e
desempenham diversas funcdes, contribuindo para o seu aspeto fisico e para as suas

propriedades organoléticas (por exemplo, a pigmentacdo de algumas flores e frutos e a

1
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adstringéncia associada a alguns frutos). Para além disso, estes compostos sdo
importantes para o crescimento e reproducao das plantas e estdo envolvidos na defesa
contra predadores e seres vivos patogénicos. Os compostos fendlicos participam, ainda,
na protegao contra a radiagdo ultravioleta (UV) e atuam como antioxidantes, sendo
responsaveis pela eliminacéo de radicais livres e pela quelatacao de metais [5].

Os compostos fendlicos ndo s6 sdo importantes para as plantas como também
apresentam inameros beneficios para o ser humano. Diversos estudos mostram que o
elevado consumo de polifendis, caracteristico da dieta mediterranica, esta associado a
uma reducéo do risco de determinadas doencgas e a melhoria da qualidade de vida [6,7].
Gracas as suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias, anticancerigenas e
antimicrobianas, estes compostos sdo utilizados para a prevencdo e tratamento de
diversas patologias [4,8-10], sendo considerados ingredientes bastante atrativos para

as industrias alimentar, farmacéutica e cosmética [11].

1.1.1. Flavondides

Uma das principais classes de compostos fendlicos é a classe dos flavonéides.
Os flavonoides caracterizam-se pela presenga de um nucleo flavanico, que € constituido
por dois anéis arométicos (A e B) ligados por um anel heterociclico (C) (C6-C3-C6) (Fig.
1.2)[12].

Fig. 1.2 - Estrutura do nucleo flavanico e identificacdo dos respetivos anéis. Adaptado de [12].

Os flavonoides dividem-se em varias subclasses de acordo com o nivel de
oxidagdo do anel C e com os substituintes dos seus anéis. Estes apresentam inimeros
beneficios para a saude, nomeadamente a nivel nutricional, medicinal e cosmético [12].
Devido aos seus efeitos antioxidantes, anti-inflamatorios e anticancerigenos, estes
compostos séo utilizados na prevencao e tratamento de determinadas doencas, como
€ 0 caso da doenca de Alzheimer, da aterosclerose e de varios tipos de cancro [13].

Uma das principais subclasses de flavonoéides € a subclasse das antocianidinas,
que, quando ligadas a acucares, se passam a designar de antocianinas [14]. As suas

principais caracteristicas irdo ser abordadas na proxima secgao.
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1.1.1.1. Antocianinas
a) Estrutura e propriedades quimicas das antocianinas

A palavra “antocianina” deriva do grego anthos, que significa “flor”, e kianos, que
quer dizer “azul’. Estes compostos constituem 0s pigmentos mais importantes das
plantas vasculares, sendo que uma das suas principais caracteristicas € o facto de
serem sollveis em agua [15]. Apesar de estas moléculas poderem ser encontradas na
natureza na forma de antocianidinas (agliconas), estas tendem a ligar-se a acucares, 0
que aumenta a sua solubilidade em &gua e as torna mais estaveis [16].

Até aos dias de hoje, ja foram identificadas mais de 700 antocianinas na
Natureza, sendo que as mais frequentes sdo as derivadas das 6 antocianidinas
principais: cianidina, delfinidina, malvidina, pelargonidina, peonidina e petunidina (Fig.
1.3)[17,18].

R; R>

Cianidina OH H

Delfinidina OH OH
Malvidina OCHjs OCH;s

Pelargonidina H H

Peonidina OCH, H

Petunidina OCH; OH

Fig. 1.3 - Estrutura das principais antocianidinas presentes na Natureza. Adaptado de [19].

As antocianinas sao constituidas por um anel aromatico (A) ligado a um anel
heterociclico (C) que contém oxigénio e que, por sua vez, se encontra ligado a um
terceiro anel aromético (B), por uma ligacdo carbono-carbono. Um dos aspetos que
distingue as antocianinas umas das outras € o padrdo de metilacdo e hidroxilagdo do
anel B. As diferentes substituigdes com grupos metilo e hidroxilo sédo responséaveis por
pequenas diferencas nas propriedades fisico-quimicas destes compostos,
nomeadamente a cor [20]. Outra caracteristica importante é o padréo de glicosilacdo
destes compostos. Os acucares que se encontram ligados as antocianidinas podem ser
mono-, di- ou trissacaridos, sendo que a glucose € um dos acglUcares mais comuns.

Geralmente, estes tendem a ligar-se nas posi¢des C3 ou C5, no entanto, podem ligar-
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se noutras posicoes. Estes substituintes podem, ainda, ser acilados por acidos alifaticos
(por exemplo, o &cido acético) ou por &cidos aromaticos (como é o caso do acido p-
cumarico, do 4cido cafeico e do &cido ferulico) [21].

As antocianinas possuem um maximo de absor¢do na regido do UV, a um
comprimento de onda (A) compreendido entre A =270 e A = 280 nm, e outro na zona do
visivel entre A = 465 e A = 550 nm. Deste modo, sdo responsaveis pelas cores vermelho,
laranja, violeta e azul, que s&o caracteristicas de muitas flores, frutas e legumes [22].

Em solugdo aquosa, as antocianinas encontram-se sob a forma de uma mistura
de diferentes estruturas quimicas em equilibrio: o catido flavilio (cor vermelha), a
pseudobase carbinol (incolor), a base quinoidal (cor azul) e a chalcona (cor amarela)
[23] (Fig. 1.4).

I
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+ H0/-H* ‘\5]55"’ e
3 = OH
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HO Ot OR,
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. o | o
wH
OH N ‘
-
[
Catigo flavilio HO 7 R, = o ‘ _0 [ oR,
OGlu "OGu
OH OH

Base quinoidal Base quinoidal aniénica

Fig. 1.4 - Diferentes formas estruturais das antocianinas em fun¢do do pH em meio aquoso. Adaptado de [23].

Em meio aquoso e a pH inferior a 2, a forma dominante é o catido flavilio, que
constitui a forma mais estavel deste pigmento. Devido a presenca de oito ligacdes
duplas conjugadas com uma carga positiva, este cati&o confere uma cor intensamente
vermelha ou laranja ao meio. Contudo, a pH mais elevado, o catido da origem as outras
formas e a cor vermelha tende a desaparecer. Devido ao aumento do pH, ocorre uma
desprotonagéo rapida do catido flavilio, formando-se, assim, a base quinoidal que
confere uma cor violeta ou azul a solu¢cdo. Em meio aquoso, pode também ocorrer a
hidratag&o do catido flavilio por ataque nucleofilico da agua, havendo um equilibrio entre
a pseudobase carbinol e a chalcona, o que torna a solugcdo incolor ou com uma
tonalidade amarelada, respetivamente [24].

As antocianinas sdo compostos muito instveis e suscetiveis a degradacéo
gquando sao extraidas da sua fonte natural. O nucleo flavanico possui uma estrutura que

propicia a ocorréncia de reacfes de degradacdo: o anel A possui duas regibes
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nucleofilicas em C6 e C8 devido a presenca dos grupos hidroxilo em C5 e C7; o0 anel B
pode atuar como um agente redutor, dependendo do seu padréo de hidroxilacéo; e
relativamente ao anel C, este tem uma carga positiva e, por isso, comporta-se como um
agente eletrofilico [25]. Também a perda dos acglcares € um fendmeno bastante comum
no processo de degradacéo das antocianinas.

Tal como ja foi referido anteriormente, as antocianinas sao capazes de alterar a
sua estrutura quimica, como resposta a alteracfes de pH. Assim, o pH é um dos fatores
gque mais afeta a estabilidade das antocianinas, embora existam outros fatores que
influenciam a sua estabilidade [26]. De acordo com a literatura, quando as antocianinas
ficam expostas a luz ou sdo submetidas a uma temperatura elevada, o seu processo de
degradacéo tende a tornar-se mais rapido [27]. Geralmente, o processo de degradagéo
por acdo da temperatura tem tendéncia a iniciar-se com a hidrélise da porgao do agucar
e com a formacdo de agliconas. Posteriormente, as antocianinas podem continuar a
sofrer degradacéo, originando a estrutura de chalcona [28]. Para além disso, a presenca
de oxigénio também contribui fortemente para a sua destruicdo. Este processo pode
ocorrer através de um mecanismo de oxidacdo direta ou através da formacdo de
radicais, que podem oxidar as antocianinas [29].

Por outro lado, também existem estratégias para melhorar a estabilidade das
antocianinas. Quando estas moléculas se encontram na presenca de cati6es metalicos,
como o aluminio(lll), estas tendem a complexar e a formar produtos insollveis, que
apresentam maior estabilidade em relagédo a temperatura, luz e niveis de oxigénio [30].
Também a copigmentagdo das antocianinas com outros Compostos € um processo que
aumenta a sua estabilidade. E de notar que o aumento do grau de acilacdo das

antocianinas também contribui significativamente para a sua estabilidade [31].

b)  Ocorréncia das antocianinas

As antocianinas estdo presentes num grande numero de plantas, frutas e
vegetais. A maioria das antocianinas presentes nos alimentos é derivada das seis
antocianidinas mais comuns (Fig. 1.3). A antocianina mais comum na Natureza é a
cianidina-3-glucosido (cy-3-glc) [32].

As antocianinas mais frequentemente encontradas nas frutas, nomeadamente
nas amoras, nas bagas de sabugueiro, nas cerejas, nas framboesas, nos morangos,
entre outras, sdo os derivados mais simples da cianidina [14]. Por outro lado, as

antocianinas presentes nos vegetais, como nas beringelas, nas cebolas vermelhas, na
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batata-doce de polpa roxa (PFSP), nos rabanetes, entre outros, sdo mais complexas,

apresentando um ou mais grupos acilo alifaticos ou aromaticos [33].
Na Tabela 1.1, esta representado o contedudo em antocianinas de algumas frutas

e vegetais.

Tabela 1.1 - Contetdo total em antocianinas de diversas frutas e vegetais. Adaptado de [33]

Fruta ou vegetal Conteudo total em antocianinas
(mg de antocianinas/kg de alimento)
Ameixas 19-250
Amoras 820-1800
Bagas de sabugueiro 2000-15600
Beringelas 2500
Cebolas vermelhas Até 250
Cerejas 3500-4500
Framboesas 100-600
Maca (casca) 100-2160
Mirtilos 825-5300
Morangos 127-360
PFSP 180-1407
Rabanetes 110-600
Uvas 300-7500

Deste modo, é possivel verificar que o teor de antocianinas nas frutas e nos
vegetais € bastante variavel. Cada espécie de plantas apresenta um perfil de
antocianinas caracteristico, com diferentes tipos de antocianinas e em diferentes
proporcdes. Por vezes, pode haver diferencas entre perfis correspondentes a mesma
espécie, devido a fatores genéticos, ao modo e condi¢cbes de cultivo (como a luz, a

temperatura e a humidade) e ao modo de extracdo dos compostos [34].

c) Propriedades biolégicas das antocianinas

As antocianinas desempenham diversas fungBes no reino vegetal,
nomeadamente a defesa contra alguns predadores e insetos bem como a atracdo de
insetos polinizadores. Estas contribuem ainda para a pigmentacdo de muitas flores e
frutos e para a protecao contra a radiacéo UV [35,36]. Para além disso, estes compostos
séo de extrema importancia para o Homem. Tratam-se de compostos bioativos e, devido

a sua baixa toxicidade, tém sido alvo de uma investigacao extensa.
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Gracgas as suas propriedades antioxidantes, as antocianinas possuem potenciais
efeitos terapéuticos para diversas patologias [37]. A oxidacdo e a formacao excessiva
de espécies reativas de oxigénio sdo capazes de provocar danos as biomoléculas
presentes nas células e, consequentemente, Sao responsaveis por varios mecanismos
associados a multiplas doengas, como o cancro e as doencas cardiovasculares [38]. Por
isso, e gracas as suas caracteristicas, as antocianinas podem ser usadas neste
contexto. A capacidade antioxidante das antocianinas pode ser explicada pela sua
estrutura quimica, nomeadamente pelo catecol que pode estar presente no anel B e
pelos grupos hidroxilo que poderdo estar presentes nas posi¢cdes C3 e C5. Contudo,
nem todas as antocianinas tém a mesma capacidade antioxidante, pois esta depende
do padréo de hidroxilagdo e metilagdo da molécula e, ainda, do seu grau de glicosilagéo.
A glicosilacéo leva a que haja uma menor capacidade de deslocalizacdo dos eletrdes,
diminuindo, assim, a atividade antioxidante das antocianinas [39,40]. Devido a sua
estrutura, estas moléculas podem exercer o seu efeito antioxidante através do sequestro
de radicais livres, da quelatagcéo de metais e do favorecimento da expresséo de enzimas
antioxidantes [41,42].

Além da sua capacidade antioxidante, também ja se encontra descrito que as
antocianinas possuem uma atividade antimicrobiana, sendo capazes de inibir o
crescimento de algumas culturas de bactérias [43,44]. Estas moléculas também se
caracterizam pelas suas propriedades anti-inflamatérias, uma vez que alguns estudos
demonstraram que as antocianinas estdo associadas a uma diminuicdo da expressao
de mediadores pré-inflamatorios, através da modulagéo da via do fator nuclear kappa B
(NF-kB) [45,46]. Adicionalmente, existem estudos que comprovam que as antocianinas
tém propriedades anticancerigenas, sendo capazes de bloquear varias fases do ciclo
celular, através dos efeitos que podem exercer nas proteinas reguladoras do ciclo
[47,48].

Por isso, as antocianinas sdo capazes de proteger contra diversas patologias
(como o cancro, a diabetes, as doencas cardiovasculares e neuroldgicas, entre outras)
e de prevenir o envelhecimento, melhorando a saude e a qualidade de vida do Homem
[14,48-52]. No entanto, para a aplicacao das antocianinas como compostos bioativos, é
importante ter em conta a sua biodisponibilidade no organismo. Esta propriedade pode
ser influenciada pelo ambiente, pela composicdo bioquimica da matriz onde séo
aplicadas e pela metabolizagéo que podem sofrer [53].

Deste modo, gracas as potenciais propriedades das antocianinas e sobretudo

gracas ao seu efeito antienvelhecimento, neste trabalho sera explorado o efeito das
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antocianinas na pele. Na seccéo 1.2 serdo abordadas as principais caracteristicas da
pele e do envelhecimento da mesma bem como vérios estudos cientificos que tém vindo

a demonstrar os efeitos benéficos das antocianinas na pele.

1.2. Pele

1.2.1. Estrutura e funcao da pele

A pele é o maior érgdo do corpo humano, constituindo 16% da nossa massa
corporal. Esta é constituida por trés camadas diferentes, a epiderme, a derme e a
hipoderme, e por estruturas anexas, como as glandulas sudoriparas, as glandulas

sebéaceas e os pelos (Fig. 1.5) [54].

Poro

+— Epiderme

Glandula [-Derme

sudoripara

Foliculo

piloso
Vasos

sanguineos

}— Hipoderme

Nervo

Fig. 1.5 - Estrutura da pele. Adaptado de [55]. Criado através de BioRender.com.

A epiderme é a camada mais externa da pele. Esta é constituida por varios tipos
de células, sendo que os queratindcitos sdo as que existem em maior quantidade. Para
além destes, também é possivel observar a presenca de melandécitos, que séo
responsaveis pela producéo de melanina, e de células de Langerhans, que sdo células
do sistema imunitario. A epiderme pode ser dividida em cinco estratos distintos: o estrato
cérneo (mais superficial), o estrato lucido, o estrato granuloso, o estrato espinhoso e o
estrato basal (onde ocorre germinagdo de novas células). Assim, a epiderme
caracteriza-se por ser uma estrutura bastante dindmica, ja que ha uma renovacao
constante das células que a compdem (as células que surgem no estrato basal vao
migrando para a superficie e substituindo as células que vao morrendo) [54,56].

A derme encontra-se abaixo da epiderme e acima da hipoderme. Esta camada

€ constituida por fibroblastos, que sao células muito importantes para a manutencdo da
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matriz extracelular. Os fibroblastos sintetizam fibras de colagénio e elastina, que
conferem resisténcia e elasticidade a pele. Para além disso, esta camada contribui para
a fixacdo dos queratinécitos e para a sua diferenciacéo, através da libertacéo de fatores
de crescimento por parte dos fibroblastos. Na derme localizam-se muitas estruturas
anexas, nomeadamente, as glandulas sudoriparas, as glandulas sebaceas, os foliculos
pilosos, bem como os vasos sanguineos e as terminagfes nervosas. Todas estas
estruturas apresentam fungbes muito importantes para o bom funcionamento da pele
[54,56,57].

A hipoderme é a camada mais interna e € constituida por tecido conjuntivo e por
uma camada de tecido adiposo, cuja espessura varia de acordo com a regido do corpo.
A presenca do tecido adiposo € muito importante, uma vez que este é responsavel pela
diminuicdo de um impacto perante um trauma, pela manutencdo da temperatura
corporal e pelo armazenamento de energia [54,56].

Em suma, a pele é um 6érgao essencial do nosso organismo, constituindo a
principal barreira entre o interior e o exterior do mesmo. Esta apresenta diversas fungoes
gue sdo importantes para a nossa homeostasia corporal, como a protecdo contra
ameacas externas (microrganismos, substancias toxicas, danos mecanicos e radiagdo
UV), a rececao de informagbes do ambiente, a regulacdo térmica do organismo, a
excrecdo de substancias toxicas, a funcdo imunitaria e a producdo de vitamina D.
Devido a sua importancia, é essencial manter a barreira da pele saudavel e ter varios
cuidados diarios [54,58].

1.2.2. Envelhecimento da pele

O envelhecimento da pele € um processo natural e espontaneo e caracteriza-se
pelo aparecimento de rugas e manchas e pelo aumento da fragilidade da pele [59].

O aparecimento de rugas deve-se sobretudo a sobre-expressdo de enzimas
responsaveis pela destruicdo da matriz extracelular, nomeadamente a colagenase, a
elastase e a hialuronidase. A matriz extracelular € constituida por moléculas que
conferem suporte as células envolventes, dai que a sua destruicdo leve ao aparecimento
de rugas e a diminuigéo da elasticidade da pele [60].

Uma das moléculas que existe na matriz extracelular e que confere firmeza a
pele é o colagénio. Esta é a proteina que existe em maior quantidade no organismo
humano e existem varios tipos de fibras de colagénio, sendo que as fibras do tipo | sdo
as mais abundantes e as que se encontram presentes na derme. O colagénio é

constituido essencialmente por glicina (Gly), prolina (Pro), hidroxiprolina e hidroxilisina.
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A sintese de colagénio da-se a partir de cadeias precursoras que sdo secretadas por
fibroblastos. A renovacdo do colagénio € um processo muito lento e implica que este
seja primeiramente degradado. A degradacdo do colagénio € realizada por enzimas
especificas, as colagenases [54,61].

A elastina também esté presente na matriz extracelular e confere elasticidade a
pele. Esta proteina € constituida maioritariamente por Gly e Pro e por dois aminoacidos
ndo comuns (desmosina e isodesmosina, ambos derivados da lisina (Lys)). A sintese
de elastina é analoga a sintese do colagénio e esta molécula é degradada facilmente
pela elastase, uma protease de serina [54,62].

Para além das fibras de colagénio e elastina, a matriz extracelular é preenchida
por uma mistura bastante complexa de moléculas carregadas negativamente
(glicosaminoglicanos e proteoglicanos) e glicoproteinas. Esta mistura contribui para a
hidratagéo da pele e protege contra microrganismos invasores. Um dos constituintes da
matriz € o acido hialurénico, que € um biopolimero constituido por acido glucurénico
(GIcA) e N-acetilglicosamina (GIcNAc). O acido hialurénico € o Unico glicosaminoglicano
nao sulfatado e é capaz de se associar a proteinas formando agregados moleculares.
Esta molécula apresenta varias fun¢des, sendo uma das principais responséaveis pela
hidratacdo e volume da pele [63]. Na pele, esta molécula esta continuamente a ser
produzida e degradada, apresentando um tempo de semivida de, aproximadamente, 1
dia na pele. O &cido hialurénico pode ser hidrolisado por enzimas, designadas de
hialuronidases, em fragmentos de tamanho variavel, mas também pode ser degradado
ndo enzimaticamente por um mecanismo que envolve a formacgéo de radicais livres, na
presenca de agentes redutores [54,63].

A sintese de colagénio, elastina e 4cido hialurénico tem tendéncia a diminuir com
a idade e a sua degradacao tem tendéncia a aumentar (Fig. 1.6). Apesar de serem
essenciais ao normal funcionamento da pele, as enzimas colagenase, elastase e
hialuronidase séo sobre-expressas durante o envelhecimento [60]. Assim, para travar o
envelhecimento da pele, tém sido efetuados varios estudos, nomeadamente, no sentido
de aumentar os niveis destes componentes da matriz extracelular [64] e de inibir ou

reduzir a atividade destas enzimas [65-67].
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Fig. 1.6 - Envelhecimento da pele: esquema exemplificativo da destruicdo do colagénio, da elastina e do acido
hialurénico. Adaptado de [68].

Outra das caracteristicas de uma pele envelhecida € o aparecimento de
manchas irregulares de melanina, o que se deve sobretudo a sobre-expressdo da
enzima tirosinase. A melanina é sintetizada nos melanossomas, que séo vesiculas que
existem nos melandcitos. O passo limitante da sua sintese € catalisado pela tirosinase.
A melanina é muito importante, pois, para além de dar coloracéo a pele, ao cabelo e aos
olhos, protege o organismo da radiacdo UV. Durante o envelhecimento, a tirosinase é
sobre-expressa e, consequentemente, aparecem manchas irregulares na pele [54,69].
Por isso, também tém sido realizados estudos com intuito de inibir a atividade da
tirosinase [70,71].

O envelhecimento pode ser acelerado por diversos fatores, quer end6genos,
quer exégenos. Os fatores enddgenos estdo relacionados com a genética e o
metabolismo de cada individuo. Os fatores exdégenos podem estar associados a
determinadas substancias quimicas e a radiagdo UV. Geralmente, estes fatores
exogenos desencadeiam reacdes responsaveis pela formacgéo de espécies reativas de
oxigénio, que sao capazes de provocar alteracbes em todas as biomoléculas celulares
e alterar diversas vias de sinaliza¢do. Para se proteger do stresse oxidativo, 0 organismo
produz enzimas com uma acgao antioxidante (a catalase e a superéxido dismutase) e
antioxidantes enddégenos (como a glutationa). Contudo, quando envelhecemos, estas
enzimas tendem a diminuir a sua atividade e os danos celulares tém tendéncia a
aumentar [72].

Dada a atencdo crescente que as pessoas dao a sua aparéncia e a saude da
sua pele, a prevencao do envelhecimento e a promoc¢ao do bem-estar da pele revelam-
se bastante importantes. Assim, esta prevencdo pode ser feita através do uso de
inibidores da atividade de enzimas sobre-expressas durante o envelhecimento, de

modeladores celulares ou de antioxidantes [73].
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Deste modo, e devido as potenciais propriedades das antocianinas, estas
poderédo ser utilizadas para prevenir o envelhecimento e promover o bem-estar da pele
(por exemplo, como inibidores da atividade das enzimas que sdo sobre-expressas,
como moléculas antioxidantes e como agentes protetores contra a radiagcao UV). Varios
estudos tém vindo a demonstrar o efeito benéfico das antocianinas neste 6rgédo e em
seguida, serdo descritos alguns exemplos.

De acordo com um estudo realizado numa linha celular de fibroblastos da pele
humana normal e em ratos ovariectomizados, o0 extrato de groselhas pretas rico em
antocianinas levou a um aumento dos niveis de proteinas caracteristicas da matriz
extracelular (como o colagénio, a elastina e o acido hialurénico) [64]. Por outro lado, o
extrato de uvas tintas (bastante rico em polifendis, nomeadamente em antocianinas)
também mostrou ser capaz de inibir a colagenase e a elastase [66]. Relativamente a
hialuronidase, polifendis provenientes de amora foram capazes de inibir esta enzima e,
no que diz respeito a tirosinase, antocianinas provenientes de feijdo vermelho
mostraram ter um efeito inibitorio sobre esta enzima [71].

Para além disso, o extrato de antocianinas de PFSP também foi considerado um
agente antienvelhecimento. Este foi capaz de atenuar o stresse oxidativo da pele
causado pelaradiacédo UV-B bem como reduzir a degradacao do colagénio e a formacao
de rugas [74].

Tendo em conta os resultados promissores associados ao uso de extratos de
antocianinas para o bem-estar da pele, uma primeira abordagem para a sua utilizacéo
poderia ser a sua incorporacdo em locdes e cremes faciais. Contudo, a sua baixa
solubilidade em meios lipofilicos e a sua baixa estabilidade ao longo do tempo de
exposi¢cdo a variagbes de pH, de temperatura e a luz poderdo comprometer a sua
aplicacdo em formulacdes cosméticas [26,27]. Assim, surge a necessidade de imobilizar

estes compostos noutro tipo de matrizes, como é o caso dos substratos téxteis.

1.3. Téxteis funcionais

Nos ultimos anos, tem havido uma grande evolugcdo na area da industria téxtil,
com o objetivo de produzir téxteis funcionais. Nos primérdios da Humanidade, o
vestuario era utilizado apenas com o propdsito de cobrir o corpo e protegé-lo contra
ameacas externas. Ao longo dos anos, foi surgindo uma preocupacao com o conforto e
aparéncia do mesmo, dando-se também importancia a moda em vigor. Na atualidade,

apesar destes aspetos serem considerados importantes, tem-se vindo a apostar em
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téxteis com diversas funcdes Uteis para 0 Homem, nomeadamente para fins medicinais

e cosméticos [75,76].

1.3.1. Funcionalizacado dos téxteis

Existem diferentes tipos de substratos téxteis e estes podem ser divididos em
dois grandes grupos: téxteis de origem natural e téxteis de origem sintética (Fig. 1.7)
[77].

Substratos
téxteis

De origem De origem
natural sintética

Fibras Fibras
organicas inorganicas

Vegetal

(celulésica) Mineral

Animal

Ex.: Poliamida, Ex.: Fibras de carbono

Ex.: La, seda, efc. Ex.: Algodao, linho, etc. Ex.: Amianto, etc. .
polietileno, etc. efc.

Fig. 1.7 - Diferentes tipos de substratos téxteis e respetivos exemplos. Adaptado de [77].

O tipo de téxtil utilizado, o diametro das fibras que constituem o téxtil e 0 processo
de fiagc&o influenciam bastante o tipo de func¢des que estes podem adquirir [76]. Para
além disso, os téxteis podem adquirir as suas funcfes através da funcionalizacdo das
fibras durante a sua prépria producédo ou durante o acabamento téxtil, o que implica a
modificagcdo da sua superficie, por exemplo, através da deposicdo e fixacdo de
determinados compostos [78,79].

A funcionalizacdo das fibras durante a sua producdo por processos de fiacdo
(spinning) ndo é um processo muito frequente. Na maioria das situacdes, € o
acabamento da superficie que confere a maioria das funcionalidades aos substratos,
uma vez que este processo € mais simples, mais econdmico e diminui o tempo de
producado na industria téxtil [80].

Os téxteis podem ser funcionalizados através da incorporacdo de diversos
compostos, como moléculas organicas, nanomateriais inorganicos e materiais
poliméricos [81]. A sele¢cao dos compostos a imobilizar nos substratos téxteis e 0 modo
de imobilizacdo dos mesmos devem ser feitos tendo em conta a fungéo que se pretende
atribuir a esse mesmo substrato e também a preservacdo de algumas caracteristicas
originais do téxtil, como a flexibilidade, a durabilidade e a resisténcia mecéanica [82]. A

escolha do modo de aplicacdo dos compostos ativos em substratos téxteis também deve
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ser feita tendo em conta um aspeto muito importante: em alguns casos, 0s compostos
devem permanecer de uma forma mais duradoura nos téxteis e ndo devem ser
libertados para a pele humana (por exemplo, os téxteis com a¢édo antimicrobiana) e,
noutras situacdes, os compostos ativos devem ser libertados para a pele de modo a
exercerem o seu efeito (como é o caso dos téxteis com uma acao antienvelhecimento).
Do ponto de vista econémico e ambiental, também se deve promover a reutilizacdo dos
substratos téxteis. Por isso, 0 modo de incorporagdo dos compostos deve ser feito
recorrendo a técnicas adequadas que permitam que estes téxteis tenham uma utilizacéo
mais duradoura e sejam mais resistentes as lavagens [83].

Antes da funcionalizagédo dos téxteis, por vezes, é necessaria uma preparacao
prévia dos mesmos. O objetivo desta fase é remover a maioria das impurezas
indesejaveis para que os compostos ativos possam depositar-se uniformemente nos
substratos téxteis [84].

Os compostos ativos podem ser incorporados diretamente nos téxteis [85] ou
podem ser usadas outras estratégias, como, por exemplo, a adicdo de outras
substancias (os mordentes) que facilitam a imobilizagdo desses compostos ativos [85]
ou a encapsulacado dos mesmos em microcapsulas [86] e nanomateriais [80].

No caso da aplicacdo direta, os compostos escolhidos devem ser capazes de
estabelecer interagfes favoraveis com os substratos téxteis, ou seja, devem ter grupos
funcionais que tenham afinidade com os grupos funcionais do substrato téxtil.
Geralmente, este tipo de imobilizacdo ocorre em substratos téxteis como o algodéo e a
1&, que possuem grupos —OH e —NH: na sua superficie que interagem facilmente com
determinados compostos. A interagdo entre 0s compostos ativos e 0s substratos téxteis
pode ser feita através de ligagBes covalentes, interagfes eletrostaticas, pontes de
hidrogénio, interacdes hidrofilicas e hidrofobicas, forcas de Van der Waals (VdW) e por
adsorcao fisica [85,87].

Tal como ja foi referido, para além da aplicacdo direta podem ser usados
compostos fixadores que estabelecem pontes entre o0 composto ativo e o substrato téxtil,
como é o caso dos mordentes. Geralmente estes sdo utilizados com corantes para
promover a fixacdo da cor, quando esses compostos apresentam baixa estabilidade ou
qguando tém pouca afinidade para os substratos téxteis. Na maioria dos casos, esses
mordentes sdo sais metalicos (como, por exemplo, sais de aluminio, de cobre, de ferro
e de potéassio) que podem formar complexos de coordena¢do com o0s corantes. Apesar
de melhorarem significativamente a estabilidade dos compostos a imobilizar, o uso de

sais metalicos como mordentes pode originar alguma toxicidade para 0 organismo se
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estes forem libertados dos substratos téxteis em grande quantidade. Por outro lado,
também podem ser utilizados biomordentes (por exemplo, compostos ricos em taninos)
para substituir os mordentes de sais metalicos, uma vez que ao estabelecerem
facilmente pontes de hidrogénio com os substratos téxteis contribuem para a
imobilizacdo dos compostos nos substratos [85,88].

A aplicacao direta ou indireta dos compostos ativos em substratos téxteis pode
ser realizada por tingimento, revestimento, laminacdo ou impressédo da superficie dos
téxteis [80]. Um dos processos mais utilizados na atualidade é o tingimento, uma vez
que este processo € simples e aproveita o equipamento tradicional ja utilizado nas
indUstrias téxteis para tingir os substratos e conferir-lhes cor. Existem duas estratégias
de tingimento de téxteis: a impregnacdo e o esgotamento. A escolha de uma delas
depende do tipo de téxtil e da afinidade do composto a imobilizar no téxtil [89].
Relativamente ao processo de esgotamento, o substrato téxtil € colocado no banho que
contém o composto a imobilizar, durante 1 ou mais horas. Ao longo desse periodo de
tempo, os compostos vao sendo transferidos do banho para o substrato téxtil, havendo,
inicialmente uma adsorcédo a superficie e, posteriormente, estes difundem-se para o
interior das fibras. Este processo requer que haja um controlo das condigbes de
tingimento, como a temperatura, o tempo, o pH, a concentracdo dos compostos e a
adicdo de agentes auxiliares que facilitem a imobilizacdo dos compostos ativos, como é
o caso dos mordentes. No final, o substrato téxtil deve ser seco e lavado [80]. No que
diz respeito ao processo de impregnacao, o téxtil € mergulhado no banho que contém
0s compostos a imobilizar e depois é espremido, através da passagem por rolos. Deste
modo, os compostos ficam imobilizados no substrato téxtil e € removido o excesso de
solucdo. Neste caso, é importante controlar a pressédo e a velocidade dos rolos para
além das condi¢des do banho referidas anteriormente. Em seguida, o substrato téxtil &
seco e é promovida a fixagdo dos compostos [67]. O método de esgotamento é o mais
utilizado na indastria téxtil para o tingimento, pois permite uma melhor difusdo do corante
para o interior da fibra, j& que o substrato téxtil se encontra mergulhado no banho. Por
outro lado, o método de impregnacdo é o mais utilizado para a funcionalizagdo dos
substratos téxteis, uma vez que permite que o composto bioativo fique mais a superficie
da fibra e fique distribuido de um modo uniforme [89].

Os téxteis funcionais apresentam propriedades peculiares, que sdo bastantes
vantajosas para o individuo que os utiliza. Na Tabela 1.2 sdo apresentados alguns

exemplos de diferentes tipos de téxteis funcionais e as suas caracteristicas.
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Tabela 1.2 - Diferentes tipos de téxteis funcionais e respetivas caracteristicas. Adaptado de [90]

Funcgao Caracteristicas

Efeito hidratante na pele humana através, por exemplo,

Hidratagao de uma camada de 6leo para minimizar a perda de agua
da pele
Energética Melhoria do nivel de energia nos seres humanos

. Propriedades que promovem o emagrecimento; efeito
Emagrecimento . )
de compressao progressiva

Absorcéo de odores desagradaveis e libertagao de
Perfumar ]
perfumes agradaveis

Libertacdo de compostos com um efeito relaxante para
Relaxamento
a pele (ex.: lavanda,...)

o Libertagcdo de compostos revitalizantes (ex.: gengibre,
Revitalizante .
mentol, laranja,...)

Protegao UV Protegao contra a radiagdo UV
Antimicrobiana Destrui¢céo de microrganismos patogénicos
Repeléncia de insetos Libertacdo de compostos que repelem insetos
Antienvelhecimento Melhoria da firmeza e da elasticidade da pele

1.3.2. Cosmetotéxteis

Os téxteis com propriedades cosméticas tém sido alvo de uma investigacéo
crescente, uma vez que, de uma forma geral, a populagéo preocupa-se cada vez mais
com o bem-estar da pele e com a possibilidade de usar vestuério com efeitos cosmeéticos
[90].

O uso de cosmetotéxteis pode constituir uma boa alternativa aos cremes e
logBes corporais, uma vez que a imobilizacdo dos compostos ativos nos substratos
téxteis podera melhorar a sua estabilidade e permitir a sua libertacéo controlada para a
pele. O controlo da taxa de composto libertada é muito importante, de modo a que néo
seja libertada uma quantidade tdo elevada que possa ser prejudicial e para que seja
libertada uma quantidade suficiente para que o produto tenha os efeitos pretendidos
[91,92].

De acordo com a Diretiva Europeia [93], o termo cosmetotéxtil designa “qualquer
produto téxtil que contém um composto ou preparacdo que se liberta, ao longo do
tempo, em diferentes partes da superficie do corpo humano, especialmente na pele
humana, e que contém funcionalidades especiais, como limpeza, perfume, mudanca de
aparéncia, protecao (fisica e quimica), manutencédo de boas condicfes fisiologicas ou

correcao de odores corporais”. Assim, 0s cosmetotéxteis sdo capazes de proteger a
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pele da acdo de agentes externos prejudiciais e contribuem para a salde e bem-estar
da pele [90].

A investigacdo na &rea dos cosmetotéxteis teve inicio no final da década de 1980
no Japao e, s6 em 1995, é que a Europa se comecou a destacar nessa area [94]. Nesse
mesmo ano, a Hermés (Francga) introduziu os primeiros lengos perfumados com recurso
a microcépsulas no mercado europeu [95]. Contudo, estes ndo tiveram muito sucesso
e, apenas, em 2001, foi lancada a primeira marca registada de cosmetotéxteis, a
SKINTEX®, que foi patenteada pela Cognis Textile Technology (Alemanha). Estes
cosmetotéxteis foram obtidos a partir da técnica de microencapsulacdo: os ingredientes
bioativos (como o retinol e o0 extrato de algas vermelhas) foram encapsulados em
microcapsulas de quitosano e estas foram imobilizadas nos téxteis. O calor do corpo e
0 atrito causado pelo uso da roupa levam a uma libertacdo lenta desses ingredientes
para a pele e, deste modo, estes podem exercer o seu efeito anticelulite, antiestrias e
antirrugas [91]. Atualmente, o nimero de empresas que produzem cosmetotéxteis e o
namero de diferentes ingredientes ativos que sdo incorporados em téxteis estdo em
constante crescimento [91]. Em 2004, a Unido Europeia decidiu criar um grupo para
estudar métodos de validacao de eficacia, toxicidade e durabilidade para cosmetotéxteis
e, em 2009, o Comité Europeu de Normalizacdo aprovou um relatério técnico que
afirmava que os ingredientes incluidos nos cosmetotéxteis deveriam ser tdo seguros
como aqueles que séo aplicados em meios convencionais [91].

Existem diferentes tipos de cosmetotéxteis. Estes podem ser classificados tendo
em conta a forma como as fibras téxteis se encontram estruturadas em: cosmetotéxteis
a base de tecido, cosmetotéxteis a base de malhas e cosmetotéxteis a base de tecido
néo tecido [94].

Para além disso, estes também podem ser classificados de acordo com o0 modo
de incorporacdo dos compostos ativos em: cosmetotéxteis criados pela inser¢cdo dos
aditivos nas fibras durante o processo de fiacdo, cosmetotéxteis criados por aplicacdo
direta do composto ativo durante a fase de acabamento téxtil, cosmetotéxteis criados
por aplicacdo indireta do composto ativo através de moléculas fixadoras e
cosmetotéxteis criados por aplicagcdo do composto ativo incorporado em microcapsulas
(estes dois ultimos modos de incorporacdo sdo realizados durante a fase de
acabamento téxtil) [94].

Os cosmetotéxteis podem ainda ser classificados de acordo com o tipo de
compostos incorporados nos mesmos em: cosmetotéxteis que contém compostos

organicos e cosmetotéxteis que contém compostos inorganicos. Os compostos
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organicos podem ser de origem vegetal (como 6leos essenciais, vitamina E, aloé vera)
ou de origem animal (como o esqualeno e o quitosano). Alguns exemplos de
compostos/nanomateriais inorganicos sdo as nanoparticulas de éxido de zinco e de
oxido de titanio [94].

Por dltimo, os cosmetotéxteis também podem ser classificados de acordo com a
funcdo que exercem no corpo humano: emagrecimento, hidratacdo, acao revitalizante,
acao energética, libertacdo de aromas, relaxamento, protecédo contra a radiacdo UV e
melhoria da firmeza e da elasticidade da pele [94].

Apesar das antocianinas terem sido aplicadas em substratos téxteis, nunca
foram aplicadas como ingredientes cosméticos. Até a atualidade, estes compostos tém
sido usados como corantes naturais. Estudos realizados com antocianinas provenientes
de mirtilo [85], de amora [87], de bagaco de uva [96] e de PFSP [97] em substratos de
algodado mostraram que estes compostos foram utilizados com sucesso como corantes
naturais. Para além do algoddo, também ja foram testados outros substratos téxteis,
como a la [96] e a seda [97]. Nestes estudos em que as antocianinas sdo utilizadas
como corantes, foram testadas varias abordagens para melhorar a afinidade destes
compostos pelos substratos téxteis, nomeadamente 0 uso de mordentes [85,87,96] e o
uso de nanoparticulas de prata e de dioxido de titanio [97,98].

Assim, este projeto pretende ir mais além dos estudos realizados anteriormente,
uma vez que tem como objetivo a aplicagdo das antocianinas em téxteis para fins

cosméticos.
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2. Objetivos

Este projeto teve como principal objetivo a reciclagem de antocianinas
provenientes de residuos agroalimentares, de modo a produzir cosmetotéxteis que
possam ser utilizados para prevenir o envelhecimento e contribuir para o bem-estar e
saude da pele.

Neste trabalho, foram estudadas as potenciais propriedades de um extrato de
antocianinas proveniente de amora, no tingimento de substratos téxteis de algodao e
poliamida e procedeu-se a uma avaliacdo do efeito desses substratos nas células da
pele.

A primeira fase do projeto teve como principal propoésito a purificagéo,
caracterizacao estrutural e quimica do extrato e avaliacdo da sua atividade antioxidante.

Numa segunda fase, o objetivo foi imobilizar diretamente o extrato de
antocianinas em substratos téxteis de algodao e poliamida, testando varios fatores que
podem afetar o processo de tingimento, como o efeito do pH, da temperatura, da
concentrac@o de antocianinas e da presenca e tipo de mordente.

A Ultima fase deste trabalho teve como principal finalidade a avaliagédo do efeito
das antocianinas provenientes do extrato de amora e dos substratos téxteis de algodao
tingidos em modelos celulares de pele. Para tal, foram realizados ensaios de libertagéo
com suor artificial, ensaios de citotoxicidade, ensaios de inibi¢do enzimética e ainda um
estudo tedrico com a enzima hialuronidase.

Assim, este estudo destaca-se de outros trabalhos realizados anteriormente com
extratos de antocianinas e substratos téxteis, pois, neste caso, as antocianinas nao
foram apenas utilizadas como corantes naturais mas também como ingredientes
cosméticos. Deste modo, aproveitando o facto de as antocianinas serem compostos
com cor e aliando esta caracteristica as suas propriedades biolégicas, foi possivel obter
téxteis visualmente atrativos que podem ser usados para combater o envelhecimento e

promover o bem-estar da pele.
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3. Materiais e Métodos

Este capitulo encontra-se dividido em duas subseccdes. Numa primeira parte,
serdo mencionados os materiais, reagentes e solventes necessarios a execucao deste
trabalho. Numa segunda fase, serdo descritos todos os procedimentos experimentais
realizados. Primeiramente, sera referida a metodologia relacionada com a purificacao e
caracterizacdo do extrato de antocianinas de amora. Posteriormente, serdo
apresentados os procedimentos referentes a imobilizacdo das antocianinas nos
substratos téxteis. Irdo também ser descritas as técnicas utilizadas para a
caracterizacdo dos téxteis: colorimetria, espetroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier por refletancia total atenuada (FTIR-ATR) e espetroscopia
fotoeletrénica de raios-X (XPS). Na parte das técnicas, sera efetuada uma breve
referéncia aos seus fundamentos e principios basicos e também serd descrita a
instrumentagcdo bem como as condi¢des utilizadas em cada uma delas. De seguida,
serd abordada a metodologia usada nos ensaios de libertacdo das antocianinas dos
substratos téxteis para o suor artificial. Posteriormente, serdo descritos 0s
procedimentos referentes aos ensaios bioldgicos realizados, nomeadamente 0s ensaios
de citotoxicidade e os que dizem respeito ao efeito das antocianinas na atividade das
enzimas da pele. Por ultimo, serd abordado um estudo de docking molecular realizado

com uma das enzimas estudadas, a hialuronidase.

3.1. Materiais, reagentes e solventes

O sulfato de aluminio e potassio dodecaidratado (KAI(SO4)2-12H,0) (99,5%), de
qualidade para andlise (p.a.), foi adquirido a Acros Organics. O N-[3-(2-furil)acriloil]-Leu-
Gly-Pro-Ala (FALGPA) e o N-Succinil-Ala-Ala-Ala-p-Nitroanilido (N-Suc-Ala-Ala-Ala-p-
NA) foram adquiridos a Bachem. O acetonitrilo (299,9%), de qualidade para
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), o acido acético (299%) e o metanol
(299,8%), ambos de qualidade p.a., foram adquiridos a Chem-Lab. O meio Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) foi adquirido a Cell Lines Service. O etanol absoluto
(299,8%) e o tolueno (99,98%), ambos de qualidade p.a., foram adquiridos a Fisher
Scientific. A colagenase de Clostridium histolyticum do tipo | (255,00 U/mg) foi adquirida
a Gibco. O acido cloridrico (237%) e o cloreto de sédio (299,5%), ambos de qualidade
p.a., foram adquiridos a Honeywell Fluka. O acetato de etilo (299,5%), de qualidade p.a.,
foi adquirido & LabChem. O sulfato de aluminio(lll) (Al2(SO.)s, 299%), de qualidade p.a.,

foi adquirido & May & Baker Laboratory Chemicals. O acido nitrico concentrado (65%),
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de qualidade p.a., e o gel silica de fase reversa RP-18 (40-63 um) LiChroprep (C18)
foram adquiridos & Merck. O hidroxido de sodio (=298,0%), de qualidade p.a., e as
pastiihas de tampdo fosfato salino (PBS, pH 7,4) foram adquiridos a PanReac
Applichem. O acetato de sodio (99%), a albumina de soro bovino (BSA, 298%), o azul
tripano, o brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT, 98%), o
brometo de hexadeciltrimetilaménio (CTAB, 298%), o carbonato de sédio (299,5%), o
cloreto de ferro(lll) (>97%), o 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), o dimetilsulféxido
(DMSO, =299,5%), a elastase pancreatica de porco (4 U/mg), o fosfato de sdodio
monobasico di-hidratado (299,0%), a hialuronidase de testiculos bovinos do tipo I-S
(400-1000 U/mg), a L-glutamina, o monocloridrato de L-histidina monoidratada (98,5-
101,0%), o reagente de Bradford, o reagente de fenol de Folin-Ciocalteu, o sal de sédio
do &cido hialurénico de crista de galo, a solugdo de antibiético/antimicético (100
unidades/mL de penicilina, 100 ug/mL de estreptomicina e 0,25 ug/mL de anfotericina
B), o soro bovino fetal (FBS), a tirosinase de cogumelo (7164 U/mg), a tripsina, a Tris-
base (299,9%) e o 2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ, 299,0%) foram adquiridos a
Sigma-Aldrich. A quercetina-3-galactésido (>98%), de qualidade HPLC, foi adquirida a
TransMIT. A 3-(3,4-di-hidroxifenil)-L-alanina (L-DOPA, >98,0%) foi adquirida a Tokyo
Chemical Industry. O acido férmico (99-100%), de qualidade p.a., foi adquirido a VWR
Chemicals.

As amoras foram gentilmente cedidas pelo Professor Pedro Oliveira da Herdade
Experimental do Instituto Nacional de Investigacdo Agraria e Veterinaria (INIAV, Fataca,
Odemira).

As malhas de algodao e poliamida foram gentilmente cedidas pela Doutora Carla
Silva do Centro Tecnoldgico das Industrias Téxtil e do Vestuario de Portugal (CITEVE,
Vila Nova de Famalicéo, Portugal).

As linhas celulares de queratinécitos (HaCat) foram adquiridas a Cell Lines
Service.

3.2. Métodos

3.2.1. Purificacdo e caracterizacao estrutural do extrato de

antocianinas de amora

3.2.1.1. Purificacédo do extrato de antocianinas

A extracdo de antocianinas de amora foi realizada de acordo com a literatura

[99], com algumas modificacdes. O extrato rico em antocianinas de amora foi obtido a
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partir de 1,0 kg de amoras congeladas. Realizou-se uma primeira extracdo com 2,0 L
de solugcdo 50% de metanol acidificado com HCI 0,1 mol/L, durante 1 hora e com
agitacédo, e, posteriormente, procedeu-se a um segunda extracdo com 5,0 L da mesma
solucdo, durante 24 horas, também com agitacdo. A solucéo obtida foi colocada no
evaporador rotativo, a uma temperatura de 40 °C e a 210 rota¢des por minuto (rpm),
para evaporar o solvente metanol. Aplicou-se a fase aquosa num funil de Blichner que
continha gel de fase reversa C18, para retirar aglcares que ainda estavam presentes
na solucdo e efetuou-se a eluicdo das antocianinas do gel com recurso a 50% de
metanol acidificado com HCI 0,7 mol/L. Para a purificagdo da cy-3-glc, a antocianina
maioritaria do extrato de antocianinas de amora, procedeu-se da mesma forma, exceto
a eluicdo do gel que, neste caso, foi realizada apenas com 10% de metanol acidificado.
Em ambos os casos, o metanol foi evaporado e a solucdo obtida foi concentrada e
liofilizada. A cy-3-glc foi purificada com o objetivo de estudar a contribuicdo desta

antocianina para as propriedades bioldgicas do extrato.

3.2.1.2. Caracterizacéo do extrato de antocianinas

Com o objetivo de compreender a composicdo quimica do extrato de
antocianinas de amora, foi avaliado o seu contetdo em antocianinas, polifenéis de baixo
peso molecular, flavondis, fendis totais, agua e proteinas. Para além disso, foi

determinado o seu poder antioxidante e antirradicalar.

a) Determinacdo do conteido em antocianinas, polifenois

de baixo peso molecular e flavondis

a.l) Analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia
com detetor de rede de diodos

A técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia com detetor de rede de
diodos (HPLC-DAD) € um método de separacao de substancias quimicas em solugao.
Esta técnica utiliza uma fase mével liquida para separar os componentes da amostra,
que sdo forcados a passar por uma coluna a alta pressdo que contém a fase
estacionéria. Neste trabalho foi utilizada a cromatografia de fase reversa, que apresenta
esta designacéo, pois, ao contrario da cromatografia liquida de fase normal (a primeira
a ser desenvolvida), possui uma fase estacionaria apolar e uma fase movel polar. Assim,
a cromatografia de fase reversa recorre a uma fase estaciondria constituida por

materiais empacotadores, tais como a silica gel conjugada com uma cadeia carbonada
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de 18 carbonos, que sao mais hidrofébicos do que a fase mével (geralmente, solventes
como o metanol, o acetonitrilo e a agua) [100]. Como os compostos em estudo possuem
diferentes estruturas moleculares, estes terdo diferentes afinidades pela fase
estacionaria e pela fase movel e, por isso, seréo eluidos da coluna cromatografica em
instantes diferentes (tempos de retencao), o que permitird a sua separacao. A aquisicao
de dados pode ser realizada com recurso a diferentes tipos de detetores, tais como o
detetor de rede de diodos (DAD), que permite medir, em simultdneo, a intensidade de
radiacdo UV e visivel a varios comprimentos de onda e registar, deste modo, o espetro
de absor¢éo da amostra.

O extrato de antocianinas de amora foi caracterizado, no que diz respeito a
composi¢cdo em antocianinas, e o grau de pureza da cy-3-glc foi avaliado, utilizando
condigBes experimentais descritas na literatura [101], com algumas modificagdes. No
caso do extrato de amora, procedeu-se a uma quantificagdo do conteldo em
antocianinas em equivalentes de cy-3-glc (a antocianina maioritaria do extrato). Para tal,
foram preparadas solu¢cdes aquosas de extrato de antocianinas de amora a uma
concentracdo de 0,5 mg/mL em triplicado. Para além disso, foram preparadas solucdes
padréo de cy-3-glc com concentra¢gdes conhecidas (0,125; 0,250; 0,500 e 0,750 mg/mL)
também em triplicado. As amostras e as solu¢cdes padrdo foram analisadas por
cromatografia liquida (Dionex Ultimate 3000, Thermo Scientific) de fase reversa em
coluna de gel C18 (comprimento da coluna: 250 mm; diametro interno (i.d.): 4,6 mm,;
tamanho do poro: 5 ym, Thermo Scientific). Os solventes usados foram (A) agua/acido
férmico 9/1 (razao volume/volume - V/V) e (B) agua/acetonitrilo/acido formico 6/3/1
(V/IVIV), com o seguinte gradiente: 80-15% de A e 20-85% de B durante 70 minutos e
15-0% de A e 85-100% de B dos 70 aos 70,1 minutos, com um fluxo de 1,0 mL/minuto.
A coluna cromatogréfica foi lavada com 100% de B durante 10 minutos e depois foi
estabilizada com as condicdes iniciais durante 10 minutos. A detecéo foi realizada com
recurso a um detetor DAD, tendo sido efetuado um varrimento entre os comprimentos
de onda A = 200 e A = 600 nm, com obtencdo do cromatograma a A = 280 e a A = 520
nm. Para a analise de resultados, foi utilizado o software Chromeleon 7.2., tendo sido
determinadas as areas dos picos presentes nos cromatogramas obtidos. A partir das
solucdes padrdo com concentragBes conhecidas e das respetivas areas dos picos,
tragou-se uma curva de calibracdo (y = 2363,8x + 69,404, Rz = 0,9973) e, desse modo,
calculou-se a concentracdo de antocianinas presentes no extrato de amora.

Para determinar o contetdo em polifendis de baixo peso molecular e flavonois

presentes no extrato de amora, foram também usadas solucbes de extrato de
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antocianinas de amora a uma concentracao de 0,5 mg/mL. Este ensaio foi realizado em
microtubos e foram feitos triplicados. A cada microtubo, foram adicionados 600 pL de
amostra, 600 pL de acetato de etilo e 300 pL de acetonitrilo. Posteriormente, as
amostras foram misturadas num agitador durante 10 segundos e centrifugadas durante
5 minutos a 8000 rpm. ApOs a centrifugacdo, a fase orgénica foi retirada e o
procedimento foi repetido para a fase aquosa. As fases organicas obtidas foram
combinadas e evaporadas num concentrador a vacuo. O precipitado foi ressuspendido
em 60 pL de 4gua e 60 pL de metanol.

Relativamente ao seu conteldo em polifendis de baixo peso molecular em
equivalentes de &cido galhico, foram ainda preparadas solu¢des padréo de acido galhico
com concentragdes conhecidas (0,0001; 0,0017; 0,0034; 0,0085; 0,0170; 0,0340 e
0,1701 mg/mL) em triplicado. As amostras de extrato e as solu¢cdes padrdo foram
avaliadas, utilizando condigBes experimentais descritas na literatura [102], com algumas
modificagdes. Estas foram analisadas por cromatografia liquida (Dionex Ultimate 3000,
Thermo Scientific) de fase reversa em coluna de gel C18 (comprimento da coluna: 150
mm; i.d.: 4,6 mm; tamanho do poro: 5 ym, Thermo Scientific). Os solventes usados
foram (A) agua/acido acético (99/1) (V/V) e (B) agua/acetonitrilo/acido acético 79/20/1
(V/VIV), com o seguinte gradiente: 80-20% de A e 20-80% de B durante 55 minutos, 20-
10% de A e 80-90% de B dos 55 aos 70 minutos € 10-0% de A e 90-100% de B dos 70
aos 90 minutos, a um fluxo de 0,3 mL/minuto. A coluna cromatografica foi lavada com
100% de B durante 10 minutos e depois foi estabilizada com as condi¢des iniciais
durante 15 minutos. A detecao foi realizada com recurso a um detetor DAD, tendo sido
efetuado um varrimento entre os comprimentos de onda A = 200 e A = 600 nm, com
obtencdo do cromatograma a A = 280 nm. Para a andlise de resultados, foi utilizado o
software Chromeleon 7.2. e foram determinadas as &reas dos picos presentes nos
cromatogramas obtidos. Foi tracada uma curva de calibragédo (y = 1932,4x + 0,180, R2
= 0,9999) a partir das solu¢des padréo com concentracdes conhecidas e das respetivas
areas dos picos, e, desse modo, calculou-se a concentragdo de polifendis de baixo peso
molecular presentes no extrato de antocianinas.

Com o objetivo de determinar a quantidade de flavonéis, em equivalentes de
quercetina, presentes no extrato de amora, foram preparadas solucdes padrdo de
guercetina-3-galactésido com concentracées conhecidas (0,050; 0,100; 0,150 e 0,200
mg/mL) também em triplicado. As amostras de extrato e as solu¢Bes padrédo foram
avaliadas, utilizando condicdes experimentais descritas na literatura [103], com algumas

modificagdes. As amostras foram analisadas por cromatografia liquida (Dionex Ultimate
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3000, Thermo Scientific) de fase reversa em coluna de gel C18 (comprimento da coluna:
150 mm; i.d.: 4,6 mm; tamanho do poro: 5 um, Thermo Scientific). Os solventes usados
foram (A) &gua/acido férmico 99/1 (V/V) e (B) acetonitrilo, com o seguinte gradiente: 90-
50% de A e 10-50% de B durante 50 minutos, 50-0% de A e 50-100% de B dos 50 aos
70 minutos, 0% de A e 100% de B durante 10 minutos e depois foi estabilizada com as
condig¢des iniciais durante 10 minutos, com um fluxo de 0,5 mL/minuto. A detec&o foi
realizada com recurso a um detetor DAD, tendo sido efetuado um varrimento entre os
comprimentos de onda A = 200 e A = 600 nm, com obtencéo do cromatograma a A = 370
nm. O software Chromeleon 7.2 foi utilizado para a analise de resultados. Para esta
quantificacdo, foram determinadas as areas dos picos presentes nos cromatogramas
obtidos. A partir das solu¢des padrdo com concentragdes conhecidas e das respetivas
areas dos picos, tragcou-se uma curva de calibragéo (y = 2530,6x + 53,190, Rz = 0,9933)
e, desse modo, foi calculada a concentracdo de flavonodis presentes no extrato de

antocianinas de amora.

a.2) Analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia
com espetrometria de massa

A técnica de cromatografia liquida de alta efici€éncia com espetrometria de massa
(HPLC-MS) é uma técnica que combina a capacidade de separacdo de compostos em
solugdo por HPLC com a capacidade de confirmar a sua identidade molecular por
espetrometria de massa (MS). Inicialmente, os componentes da amostra sado separados
por HPLC. ApGs a separacao, estes sdo convertidos em ides na fase gasosa, através
da remocdo ou adicdo de eletrdes ou protbes e podem ou ndo ser fragmentados.
Existem diferentes fontes de ionizacdo, nomeadamente a ionizacdo por eletrospray
(ESI), que é realizada a pressao atmosférica, e em que a amostra liquida é bombeada
por um vaporizador que utiliza um gas nebulizador ou de revestimento, o azoto. Este
gas também pode ser utilizado como gas auxiliar para ajudar a diminuir a humidade na
fonte de ides. No vaporizador é aplicada uma tenséo alta, formando-se um aerossol.
Dependendo do sinal da tensdo aplicada, as goticulas que saem do eletrospray poderao
ter carga positiva (modo positivo) ou carga negativa (modo negativo). As goticulas
carregadas que constituem o aerossol passam por um orificio de um capilar aquecido
(que € mantido sob alto vacuo e que pode conter um gés auxiliar de secagem). Devido
a evaporacdao do solvente, estas goticulas vao diminuindo de tamanho até serem obtidos
os ides isolados na fase gasosa, que sdo direcionados para o detetor. Posteriormente,

0s ibes sdo analisados no espetrédmetro de massa, de acordo com sua razao



FCUP | 27

Absorcéao, estabilidade e bioatividade de novos derivados antocianicos para aplicagao nas industrias
cosmeética e téxtil

massa/carga (m/z). Deste modo, e comparando com bibliotecas de dados, é possivel
separar e identificar os constituintes da amostra em estudo [104,105].

O extrato de antocianinas de amora foi caracterizado no que diz respeito a sua
composi¢cdo em antocianinas, polifendis de baixo peso molecular e flavonéis utilizando
as condicdes experimentais descritas na literatura [101-103], com algumas
modificagbes. Foi usado um equipamento de HPLC Finnigan Surveyor, com uma coluna
de fase reversa C18 (comprimento da coluna: 150 mm; i.d.: 4,6 mm; tamanho do poro:
5 um, Hypersil Gold, Thermo Finnigan) termostatizada a 25 °C. Foram usados 0s
mesmos solventes, nas mesmas condi¢des, que nas analises de HPLC descritas na
seccdo 3.2.1.2.a.1) (& excecdo do método das antocianinas em que a concentracéo de
acido férmico que, neste caso, era apenas de 1%). Este equipamento estava acoplado
a um detetor de massa LCQ DECA XP MAX (Finnigan Corp.), equipado com uma fonte
de ESI, uma fonte de ionizacdo a pressdo atmosférica (API). As voltagens do
vaporizador e do capilar foram de 5kV e 4,0 V, respetivamente. A temperatura do capilar
foi de 325 °C. O azoto foi usado como gas de revestimento (ou nebulizador) e como gas
auxiliar com fluxos de 40 e 15 (em unidades arbitrarias (u.a.)), respetivamente. A
detecao foi feita por espetrofotometria com um fotodiodo e por MS. Os espetros foram
obtidos nos modos positivo e negativo com o intervalo de m/z entre 100 e 2000. O
espetrémetro de massa foi programado para fazer uma série de varrimentos: scan “full
mass” (MSY), um “zoom scan” do i&o mais intenso (MS?) e uma analise MS-MS do ido
mais intenso usando a energia de colisdo relativa de 45 (MS®). Para a andlise de

resultados foi utilizado o software X-Calibur 2.2.

b) Determinacdo do conteudo total em fendis

Com o objetivo de determinar o contetdo total em fendis presentes na amostra,
foi realizado o ensaio de Folin-Ciocalteu. Este ensaio permite medir a capacidade
redutora de uma amostra, baseando-se na interagdo entre as substancias redutoras e
o reagente de Folin-Ciocalteu. Este reagente é constituido por acido fosfotingstico e
acido fosfomolibdico, que conferem cor amarela ao mesmo. Esta reagéo é realizada em
meio alcalino para que as substancias fendlicas libertem um protdo e deem origem ao
anido fenolato. Este anido é capaz de reduzir o reagente de Folin-Ciocalteu, originando
oxido de tungsténio e 6xido de molibdénio. Os 6xidos possuem coloracdo azul que é
detetavel através da leitura da absorvancia a A = 750 nm [106].

Para este ensaio, foram preparadas solucbes aquosas de extrato de

antocianinas de amora a uma concentracdo de 0,5 mg/mL em triplicado. Para além
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disso, foram preparadas solu¢Bes padrdo de cy-3-glc com concentracbes conhecidas
(0,30; 0,60; 0,90; 1,20; 1,50 e 2,00 mg/mL) também em triplicado.

O ensaio foi realizado conforme descrito na literatura [107], com algumas
modificagbes. Neste caso, a experiéncia foi realizada em microtubos e foram feitos
triplicados para cada triplicado real. A cada microtubo, foram adicionados 15 pL de
amostra (& excecdo dos triplicados correspondentes ao branco, onde o volume de
amostra foi substituido por agua destilada), 75 uL de reagente de Folin-Ciocalteau e 500
UL de agua destilada. Posteriormente, as solugbes foram misturadas num agitador. Em
seguida, foram adicionados 300 pL de uma solugédo aquosa de 20% de carbonato de
sodio e 600 pL de agua destilada a cada microtubo. As solugBes foram novamente
misturadas e ficaram a repousar a temperatura ambiente durante 30 minutos. Ao fim
desse periodo, foram transferidos 350 pL de cada tubo para cada pogo de uma placa
de 96 pocgos e procedeu-se a leitura da absorvancia a A =750 nm num leitor de placas
(Biotek Powerwave XS). A partir dos resultados obtidos para as solu¢des padrédo com
concentragdes conhecidas, tragou-se uma curva de calibracdo (y = 0,3784x + 0,002, R?2

= 0,9963) e calculou-se a concentracao total de fendis presentes em cada amostra.

c) Determinacao do teor em humidade

Para determinar o teor em humidade do extrato de antocianinas de amora,
guantificou-se a perda de massa consequente da evapora¢do da agua através da
secagem numa estufa a 37 °C. Para tal, pesaram-se 5,00 mg de amostra, que foram
espalhados numa placa de Petri e foram realizadas pesagens ao longo de 15 dias até
serem obtidos valores de massa constantes ao longo de 4 dias. Para calcular o teor em
humidade, utilizou-se a Equacgéo 3.1:

(P2 - P3) x 100
P2 -P1

Teor em humidade = (3.1)

onde, P1 representa a massa da placa de Petri, P2 corresponde a massa da placa de
Petri com a amostra e P3 representa a massa da placa de Petri com a amostra ap0s

secagem.

d) Determinacao do teor em proteinas

Para quantificar as proteinas presentes no extrato de antocianinas de amora,
recorreu-se ao método de Bradford [108]. Neste método, é utilizado o corante azul
brilhante de Coomassie, que ao interagir com as proteinas, altera o0 seu maximo de

absorvancia. Em condi¢Bes &cidas, o corante encontra-se protonado e tem uma cor



FCUP | 29

Absorcéao, estabilidade e bioatividade de novos derivados antocianicos para aplicagao nas industrias
cosmeética e téxtil

vermelha e, quando interage com as proteinas através de interacGes hidrofébicas e
eletrostaticas (estabelecidas com os aminoécidos aromaticos e basicos), ha um
deslocamento do equilibrio do corante para a forma n&do protonada que tem cor azul e
que absorve fortemente a A = 595 nm.

O ensaio de Bradford foi realizado conforme descrito na literatura [108], com
algumas modificagbes. Para este ensaio, foram preparadas solu¢bes aquosas de
extrato de antocianinas de amora a uma concentracdo de 0,5 mg/mL em triplicado. Para
além disso, foram preparadas solu¢des padrao de BSA com concentragdes conhecidas
(0,010; 0,015; 0,020; 0,025; 0,030; 0,040 e 0,050 mg/mL) também em triplicado.

Neste caso, a experiéncia foi realizada em placas de 96 pocgos, tenho sido
realizados triplicados. Em cada poco, foram colocados 100 uL de cada amostra ou
solugéo padrao e 200 L do reagente de Bradford. No branco da amostra, a amostra foi
substituida por agua destilada. A placa ficou a repousar a temperatura ambiente durante
10 minutos, ao abrigo da luz. Ao fim desse periodo, procedeu-se a leitura da absorvancia
a A = 595 nm num leitor de placas (Biotek Powerwave XS). A partir dos resultados
obtidos para as solu¢des padrdo com concentragdes conhecidas, tracou-se uma curva
de calibracdo (y = 9,153x + 0,012, Rz = 0,9988) e calculou-se a concentracdo de

protel'nas presentes em cada amostra.

e) Determinacéo da atividade antioxidante

O ensaio de poder antioxidante de reducédo do ferro (FRAP) foi realizado para
determinar o poder antioxidante do extrato de antocianinas de amora. Este ensaio
baseia-se na reducédo do ferro(lll) presente no TPTZ e, na consequente, producdo de
ferro(ll), através da acdo de um composto antioxidante a pH acido. A reducdo do
composto férrico leva a um aumento da absorvancia, levando a formagdo de um
composto ferroso de cor azul intensa, cuja absorvancia pode ser medida a A = 593 nm
[109].

O ensaio de FRAP foi realizado conforme a literatura [102], com algumas
modificacBes. Para este ensaio, foram preparadas solucBes aquosas de extrato de
antocianinas de amora a uma concentracdo de 0,5 mg/mL em triplicado. Para além
disso, foi preparada a solucdo de FRAP: 1000 puL de TPTZ, 1000 pL de cloreto de
ferro(lll) e 10,0 mL de tampé&o acetato (300 mmol/L, pH 3,6). A mistura foi colocada na
estufa a 37 °C durante 10 minutos e, em seguida, diluiram-se 10,0 mL desta mistura em
20,0 mL de tampdo acetato. O ensaio foi realizado em placas de 96 pocos e foram feitas

5 réplicas para cada triplicado real. A cada poco, foram adicionados 270 pL de solugéo
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FRAP e 30 pL de amostra (a excecédo dos triplicados correspondentes ao branco, onde
o volume de amostra foi substituido por agua destilada). A absorvancia foi lida a A = 593
nm a 37 °C aos tempos 0 e 4 minutos num leitor de placas (Biotek Powerwave XS). Os

resultados foram expressos em equivalentes de Trolox.

f)  Determinag&o da atividade antirradicalar

O ensaio para a determinagdo da atividade antirradicalar foi realizado com
recurso ao DPPH. A presenca de compostos antioxidantes leva a reducao deste radical
e, consequentemente, a mudanca de cor da solucao de roxo para amarelo. Esta reacao
induz uma diminui¢do na absorvancia medida a A = 515 nm, pelo que quanto maior for
a diminuigcdo maior é o poder antirradicalar dos compostos [102].

O ensaio do DPPH foi realizado conforme a literatura [102], com algumas
modificagbes. Foram preparadas solugfes aquosas de extrato de antocianinas de
amora a uma concentracédo de 0,5 mg/mL em triplicado e foi preparada uma solugéo de
DPPH em metanol a uma concentracdo de 24,2 pg/mL. O ensaio foi realizado em placas
de 96 pocos e foram feitas 5 réplicas para cada triplicado real. A cada poco, foram
adicionados 270 pL de solugédo de DPPH e 30 pL de amostra (& excegéo dos triplicados
correspondentes ao branco, onde o volume de amostra foi substituido por agua
destilada). A absorvancia foi lida a A = 515 nm a cada 5 minutos, durante 20 minutos,
num leitor de placas (Biotek Powerwave XS). Os resultados foram expressos em

equivalentes de Trolox.

3.2.2. Ativacao e tingimento dos substratos téxteis

3.2.2.1. Lavagem e ativacdo da malha de algodéao

A lavagem e ativacdo da malha de algodao foram realizadas conforme descrito
na literatura [110], com algumas modificagcbes. A lavagem do algod&o permite a
remocdo da goma de amido. A ativagdo do téxtii com NaOH possibilita a sua
desprotonacéo e a utilizacdo do CTAB facilita a remocao de impurezas (como é o caso
de bactérias), uma vez que este constitui um agente antibacteriano [111]. Todo este
conjunto de procedimentos facilita a imobilizacdo dos extratos de antocianinas nos
substratos téxteis de algodao.

A malha de algodado foi cortada em quadrados de 10,0 cm x 10,0 cm. Os
gquadrados obtidos foram lavados com 100 mL de tolueno a temperatura ambiente,

durante 15 minutos e com agitacdo magnética. Posteriormente, repetiu-se o processo
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com etanol, seguindo-se com agua Millipore. Por fim, secaram-se 0s substratos téxteis
durante 20 horas numa estufa a 60 °C.

Para a ativagcao dos substratos téxteis, os quadrados previamente lavados foram
pesados e colocados num baldo, juntamente com uma solugdo aquosa de NaOH 5,0
g/L e de CTAB 1,0 g/L, numa proporcao de 1/50 - massa de substrato téxtil (g)/volume
de solucéo (mL). Procedeu-se a um aquecimento e reacdo a 90 °C, durante 1 hora, com
agitacao magneética. De seguida, os substratos téxteis foram lavados com agua Millipore
(usando as mesmas propor¢gdes massa de substrato téxtil/volume de solu¢do) a 60 °C,
durante 1 hora, com agitagdo magnética, para remover residuos de NaOH e para reduzir
o pH. Os téxteis foram ainda lavados com 100 mL de agua Millipore, a temperatura
ambiente, durante 15 minutos e com agitacdo magnética e foi realizado um controlo do
pH das aguas de lavagem, tendo-se verificado que estas possuiam um pH
compreendido entre 6 e 7. Por fim, secaram-se 0s substratos téxteis durante 20 horas
numa estufa a 60 °C. Os substratos téxteis ndo tingidos serdo designados com os

seguintes codigos: algodao nao ativado — Alg_na e algodéo ativado — Alg.

3.2.2.2. Ativacao da malha de poliamida

A malha de poliamida foi cortada em quadrados de 10,0 cm x 10,0 cm e a sua
ativagao foi realizada conforme a ativacdo do algod&o, cujo procedimento se encontra
descrito na seccdo anterior. Os substratos téxteis ndo tingidos serdo designados com

0s seguintes cédigos: poliamida ndo ativada — Pol_na e poliamida ativada — Pol.

3.2.2.3. Tingimento das malhas de algodao e poliamida

Os substratos téxteis de algodao e poliamida foram tingidos com o extrato de
antocianinas de amora por um processo que mimetiza o tingimento por esgotamento
[110]. Todos os substratos téxteis foram previamente cortados em quadrados de 5,0 cm
x 5,0 cm.

No caso das malhas de algodao e poliamida, foi realizado um teste inicial de
tingimento por impregnacgdo a temperatura ambiente (1 a 3 impregnagfes), em que 0s
substratos téxteis foram mergulhados em 50 mL de uma solucdo aquosa de extrato de
antocianinas de amora com uma concentracdo de 1,0 mg/mL e foram posteriormente
espremidos por acdo mecéanica. Entre as impregnacgfes, foram realizadas secagens
durante 10 minutos a 100 °C na estufa do Instituto de Fisica de Materiais Avancgados,

Nanotecnologia e Fotonica (IFIMUP) do Departamento de Fisica e Astronomia da FCUP.
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Os cadigos das amostras tingidas por este método e as condi¢des de tingimento sao
apresentados na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 - Condicdes utilizadas no tingimento por impregnacgao dos téxteis de algodao e poliamida com o extrato de

amora

Ativacdo| [Extrato] | Temperatura

Cédigo da amostra o pH
prévia | (mg/mL) (°C)
Alg@am_il_pH2? 2
Alg@am_i1?
Alg@am_i2* 3
Alg@am_i3* ) Temperatura
Ativado 1,0 .
Pol@am_i1_pH2? ambiente

Pol@am_i2_pH2?2

Pol@am_i1?

Pol@am_i2?2

2 Alg representa o algodao, Pol corresponde a poliamida, am representa o
extrato de antocianinas de amora, ix corresponde ao nimero de impregnacdes
e pHx representa o pH utilizado (nos casos em que ndo houve ajuste de pH,
essa condigdo ndo consta no cédigo da amostra).

Como o tingimento por impregnacdo revelou-se ineficaz, procedeu-se ao
tingimento por esgotamento. Este ultimo foi otimizado, tendo sido testadas diferentes
condi¢gbes que se encontram descritas nas Tabelas 3.2 e 3.3, nomeadamente: ativagéo
e ndo ativacdo dos substratos téxteis, concentracao de extrato (1,0, 2,0 e 4,0 mg/mL),
temperatura (60 e 90 °C), pH (2, 3 (sem ajuste de pH), 6, 8, 10 e 12), uso prévio, em
simultdneo e auséncia de mordente (sulfato de aluminio ou sulfato de aluminio e
potassio) e concentracéo de mordente (0,5 e 1,0 mg/mL). Os ajustes de pH foram feitos
com recurso a solugbes aquosas de HCl e de NaOH 0,1 mol/L.

Os téxteis foram mergulhados em 50 mL de uma solu¢do aquosa de extrato de
antocianinas de amora com uma concentracdo previamente definida, durante 1 hora e
com agitacdo magnética, a uma temperatura e a um pH estabelecidos (Tabelas 3.2 e
3.3). Nas situacdes onde foram utilizados mordentes para promover a imobilizacdo das
antocianinas, os téxteis foram previamente mergulhados em 50 mL de solucdo aquosa
do mordente com uma concentracdo definida, a uma temperatura de 90 °C, durante 30
minutos e com agitacdo magnética. Posteriormente, os téxteis foram mergulhados na
solugdo aquosa de extrato e tingidos de acordo com as condi¢des descritas nas Tabelas
3.2 e 3.3. Nos casos em que foi realizada uma abordagem in situ, ou seja, em que o
mordente foi utilizado durante o tingimento com o extrato, os substratos téxteis foram

mergulhados em 50 mL de uma solug&do aquosa de extrato de antocianinas e mordente.
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de antocianinas libertadas nos ensaios bioldgicos.

No final, todos os téxteis foram secos numa estufa a 60 °C, durante 20 horas. O
tingimento das amostras Alg_na@am(2x), Alg_na@am(2x)_sa, Alg_na@am(4x) e
Alg_na@am(4x)_sa foi realizado em maior quantidade com o objetivo de obter mais
substratos téxteis tingidos para testar nas células. Utilizaram-se téxteis ndo ativados e
maiores concentracdes de extrato (2,0 mg/mL e 4,0 mg/mL) para aumentar a quantidade

Na Tabela 3.2 sao apresentados os cédigos de identificacdo das amostras de

algodao tingidas por esgotamento bem como as condic¢des utilizadas no seu tingimento.

Tabela 3.2 - Condig8es utilizadas no tingimento por esgotamento dos téxteis de algoddo com o extrato de amora

o Ativacado| [Extrato] | Temperatura [Mordente]
Cdédigo da amostra o pH Mordente
prévia | (mg/mL) (°C) (mg/mL)
Alg@am_pH2?2 2
Alg@am? 3
Alg@am_pH2_sa? 2
Alg@am_sa? 3
90
Alg@am_pH6_sa? 6
Alg@am_pH8_sa? 8 0,5
Alg@am_pH10_sa? 1,0 10 Aly(SO4);
Alg@am_pH12_sa? 12
Ativado
Alg@am_T60_pH8_sa? 60 8
Alg@am_sa(2x)? 3
1,0
Alg@am_pH8_sa(2x)? 8
Alg@am_sa_situ? 3 Alx(SO.);
Alg@am_pH8_sa_situ? 8 (in situ)
Alg@am(2x)_sa* 3 0,5
2,0 Alx(SO.);
Alg@am(2x)_pH8_sa? 8
Alg@am_sap? 1,0 KAI(SO4),-12H,0
90
Alg_na@am(2x)? 2,0
3 - -
Alg_na@am(4x)? 4,0
Alg_na@am_sa?
Na&o 1,0
Alg_na@am_pH8_sa? . 8
ativado Aly(S04)s
Alg_na@am(2x)_sa® 2,0 0,5
Alg_na@am(4x)_sa® 4,0 3
Alg_na@am_sap? 1,0 KAI(SO4),-12H,0

2 Alg representa o algodédo, na corresponde ao téxtil ndo ativado, am representa o extrato de antocianinas de
amora, T60 corresponde a uma temperatura de tingimento de 60 °C, pHx representa o pH utilizado, sa e sap
correspondem aos mordentes sulfato de aluminio e sulfato de aluminio e potassio, respetivamente, 2x equivale
ao dobro da concentragdo de extrato ou mordente (am(2x) ou sa(2x), respetivamente), 4x equivale ao quadruplo
da concentragdo de extrato (am(4x)) e situ representa a abordagem in situ.
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Na Tabela 3.3 sao apresentados os cdédigos de identificacdo das amostras de
poliamida tingidas nas mesmas condicfes que o algoddo bem como as condigcbes

usadas no seu tingimento.

Tabela 3.3 - Condicdes utilizadas no tingimento por esgotamento dos téxteis de poliamida com o extrato de amora

o Ativacdo| [Extrato] | Temperatura [Mordente]
Cédigo da amostra . pH Mordente
prévia | (mg/mL) (°C) (mg/mL)
Pol@am_pH2?2 2
Pol@am? 3
Pol@am_pH2_sa? 2
Pol@am_sa® 3
90
Pol@am_pH6_sa? 6
Pol@am_pH8_sa? 8 0,5
Pol@am_pH10_sa® 1,0 10 Aly(SO4)3
Pol@am_pH12_sa® 12
Ativado
Pol@am_T60_pH8_sa® 60 8
Pol@am_sa(2x)? 3
1,0
Pol@am_pH8_sa(2x)? 8
Pol@am_sa_situ® 3 Alx(SO.);
Pol@am_pH8_sa_situ?® 8 (in situ)
Pol@am(2x)_sa? 3
2,0 Alx(SO.);
Pol@am(2x) pH8 sa? 90 8
Pol@am_sap® KAI(SOy),-12H,0 0,5
3
Pol_na@am_sa? 1,0
Pol_na@am_pH8_sa? N3o 8 Aly(SO.)s
Pol_na@am(2x)_sa? ativado 2,0
3
Pol_na@am_sap?® 1,0 KAI(SOy),:12H,0

2Pol representa a poliamida, na corresponde ao téxtil ndo ativado, am representa o extrato de antocianinas de
amora, T60 corresponde a uma temperatura de tingimento de 60 °C, pHx representa o pH utilizado, sa e sap
correspondem aos mordentes sulfato de aluminio e sulfato de aluminio e potéssio, respetivamente, 2x equivale
ao dobro da concentra¢@o de extrato ou mordente (am(2x) ou sa(2x) respetivamente) e situ representa a
abordagem in situ.

Para avaliar a eficiéncia da imobilizacdo das antocianinas nos substratos téxteis,
as solucdes aquosas de extrato de antocianinas obtidas antes e depois dos tingimentos
e apos incubacao a 90° durante 1 hora foram caracterizadas recorrendo a técnica de
HPLC-DAD (método das antocianinas), cuja metodologia se encontra descrita em
3.2.1.2.a.1). Nos casos em que foi utilizado mordente, foi ainda preparada uma solucdo
aguosa de extrato de antocianinas e mordente 1/1 (V/V). Esta também foi caracterizada

por HPLC-DAD de modo a avaliar a possivel estabilizacdo das antocianinas presentes
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no extrato pelo mordente. Todas as amostras foram devidamente acidificadas a pH 1,
de modo a que todas as antocianinas em solucdo estivessem sob a forma de catido
flavilio (detetavel a A = 520 nm no HPLC-DAD).

Com o objetivo de estudar a resisténcia da cor a lavagem, foi realizado um teste
preliminar, no qual os substratos téxteis tingidos foram cortados a meio e uma das
metades foi lavada com 25 mL de &gua Millipore, a 40 °C, durante 15 minutos e com
agitacdo magnética.

3.2.3. Caracterizacao dos substratos téxteis
3.2.3.1. Colorimetria

As amostras foram caracterizadas por colorimetria, utilizando um dos espacos
de cor estabelecidos pela Comisséo Internacional de lluminagéo (CIE), o espaco de cor
L*a*b* [112].

E importante exprimir a cor de uma forma objetiva através de nimeros, uma vez
que, por vezes, diferentes individuos percecionam a cor de um objeto de forma distinta
e expressam a mesma cor usando palavras muito diversificadas. Assim, a utilizagéo de
coordenadas de cor revela-se bastante Util para garantir uma maior uniformidade e
precisao na caracterizacdo colorimétrica de um determinado produto.

O espaco de cor L*a*b* (Fig. 3.1) € muito usado, uma vez que relaciona as
coordenadas de cor com a percec¢ao visual [112]. Este espa¢o de cor consiste num
sistema tridimensional com as coordenadas CIELAB luminosidade (L*), verde/vermelho
(a*) e azul/amarelo (b*). A coordenada L* permite avaliar a intensidade da cor e varia
entre O (preto - mais escuro) e 100 (branco - mais claro). Por outro lado, as outras duas
coordenadas exprimem a tonalidade (tom de cor) e a cromaticidade (saturacéo da cor).
O eixo correspondente a coordenada a* indica uma variacdo entre verde (-a*) e
vermelho (+a*). O eixo correspondente & coordenada b* revela uma variacéo entre azul

(-b*) e amarelo (+b*).
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Fig. 3.1 - Espaco de cor L* a* b*. Adaptado de [113].

A diferenca total de cor (AE) entre duas amostras pode ser calculada usando a
Equacéo 3.2 [113]:

AE = /(AL")? + (Aa*)? + (Ab*)2 (3.2
onde AL* = L*amostrar — L*amostraz, A@* = @*amostrat — @*amostraz € AD* = b*amostra1 — D*amostraz,
em que a amostra 1 é a amostra de referéncia, que é o substrato téxtil ndo tingido, e a
amostra 2 corresponde a amostra em estudo.

Todos o0s substratos téxteis de algoddo e poliamida foram caracterizados
recorrendo a um colorimetro CM-2600d (Konica Minolta), que foi gentiimente cedido
pela Professora Doutora Alexandra Guedes, docente do Departamento de Geaociéncias,
Ambiente e Ordenamento do Territorio da FCUP. As condi¢des utilizadas nesta técnica
foram adaptadas da literatura [114]. Foram usadas as condi¢des do iluminante padrédo
D65 (luz do dia média, com uma temperatura de cor de 6504 K) e do campo de visdo
do observador padrédo 10°. A area de iluminacao utilizada foi de 8 mm de diametro e,
em todas as medicdes, o colorimetro permaneceu encostado aos substratos téxteis. Os
dados foram obtidos no modo de componente especular excluida (SCE), ou seja,
excluindo a luz refletida especular, para que a avaliacdo da cor se relacione o mais
possivel com a percecao visual que um individuo tem de um objeto.

A calibragédo do colorimetro foi realizada com um padréo de referéncia branco,
de acordo com as instru¢des do fabricante. A caracterizacdo dos substratos téxteis foi
realizada medindo as 3 coordenadas de cor mencionadas anteriormente, e o aparelho
foi ajustado para realizar 3 medicbes sequenciais em 4 pontos diferentes de cada
substrato téxtil. Para obter os valores finais das coordenadas de cor para cada téxtil, foi
calculada uma média dos valores das medicdes obtidas pelo aparelho nos diferentes

locais do téxtil. Foram, ainda, determinados os valores de AE para todas as amostras e
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foi calculada a percentagem de lixiviagdo (perda de cor apds a lavagem), utilizando a
Equacéo 3.3:

s AEnso lavado— AE
% lixiviagio = — 22" “lavado y 1()() (3.3)

AEnso lavado

onde AEnzo 1avado COrresponde a diferenca de cor entre a amostra ndo lavada e o provete
ndo tingido e AE 1avado COrresponde a diferenca de cor entre a amostra lavada e o provete
ndo tingido.

Para andlise de resultados, foi utilizado o software Spectra Magic NX — Color
Data Software CM-S100w 1.7.

3.2.3.2. Espetroscopia de infravermelho com transformada
de Fourier por refletancia total atenuada

A espetroscopia de infravermelho é uma técnica muito Gtil na caracterizacdo de
compostos orgéanicos e de varios compostos inorganicos, uma vez que permite realizar
analises qualitativas e quantitativas dos primeiros e determinar a estrutura quimica dos
segundos, utilizando radiagdo infravermelha. Para que este tipo de radiacdo seja
absorvida por um composto, é necessario que a energia dessa radiacdo seja igual a
energia necessaria para que ocorra uma transicao de eletrfes entre niveis vibracionais
e que a vibragao resultante dessa absorgéo resulte numa variagdo ndo nula do momento
dipolar. Como cada ligagdo quimica possui modos de vibracdo especificos (como
estiramentos simétrico e assimétrico, flexdo angular, tor¢édo, balanco e rotacdo), cada
um deles tera frequéncias de vibracdo caracteristicas. Por isso, irdo ser absorvidas
energias com valores especificos, 0 que leva a que, num espetro de infravermelho,
surjam bandas/picos em determinadas frequéncias. Deste modo, é possivel detetar a
presenca de um grupo funcional num determinado composto e investigar a estrutura
guimica desse mesmo composto. A regido do infravermelho mais utilizada nesta técnica
corresponde ao intervalo compreendido entre os 400 e os 4000 cm™, devido a existéncia
de muitos modos vibracionais associados a grupos funcionais que absorvem nessa
regido do espetro [115,116].

Na técnica de espetroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR), um feixe de radiacao infravermelha passa por um interferémetro antes de incidir
na amostra e é dividido em duas partes, uma que é refletida por um espelho fixo e outra
que é refletida por um espelho mével. Quando essas ondas se voltam a recombinar,
uma delas ira sofrer um atraso em relagé@o a outra, surgindo assim uma onda modulada

pela interferéncia das duas ondas, que ira atravessar a amostra. A partir da radiacao
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que chega ao detetor, € gerado um interferograma. Posteriormente, é utilizada a
transformada de Fourier para gerar o espetro que representa a quantidade de radiagéo
detetada em funcdo do numero de onda [117].

A utilizacdo do médulo de refletancia total atenuada (ATR) € bastante vantajosa,
uma vez que permite obter, de forma eficaz, rapida, simples e n&o destrutiva,
informagfes acerca da estrutura quimica de uma amostra, que pode estar no estado
sélido ou liquido e que nao necessita de preparacao prévia. O modulo de ATR utiliza a
reflex&o interna total de um feixe de radiacdo no interior de um cristal constituido por um
material com um indice de refragc&o elevado, como o diamante, para analisar a amostra
em contacto com o cristal. O feixe de radiag&o incidente é refletido no interior do cristal
e quando interage com a amostra é atenuado, pois uma componente desse feixe é
absorvida pela amostra sob a forma de uma onda evanescente. A absorgao ocorre em
determinados comprimentos de onda na regido do infravermelho que séo caracteristicos
de cada amostra. Apoés varias reflexdes, o feixe atenuado é direcionado para o detetor
e é utilizado para gerar um espetro de infravermelho da amostra, que permite obter
informacé&o sobre a sua estrutura quimica (Fig. 3.2) [118,119].

Onda evanescente

Amostra / ; \

\uooo OOO/;QOO 200

//\ / N
V4

Y
' Cnstal Fonte de radiagéo
s Detetor infravermelha

Fig. 3.2 - Principio da técnica de FTIR-ATR. Adaptado de [120].

Os espetros de FTIR-ATR do extrato de antocianinas de amora e dos substratos
téxteis de algodao e poliamida néo tingidos (Alg_na, Alg, Pol_na e Pol) e tingidos
(Alg@am, Alg@am_sa, Pol@am e Pol@am_sa) foram obtidos com recurso a um
espetréometro Spectrum Two (Perkin-Elmer) equipado com um acessério ATR, no
Laboratério Lab&Services do Departamento de Quimica e Bioquimica da FCUP. O
extrato de antocianinas de amora e os téxteis ndo necessitaram de qualquer tipo de
preparagdo prévia, tendo sido colocados sobre o cristal de diamante do acessorio de
ATR do espetrometro e pressionados por um parafuso de pressdo. Para a obtencao dos
espetros, foram efetuados 4 varrimentos no intervalo de 400 a 4000 cm™, com uma
resolucéo de 4 cm™. O software utilizado para obtencdo e andlise dos resultados foi o
PerkinElmer Spectrum 10.5.3.
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3.2.3.3. Espetroscopia fotoeletronica de raios-X

A técnica de XPS permite identificar e quantificar os elementos presentes na
superficie de uma amostra, 0s seus numeros de oxidacdo e a sua vizinhanga quimica,
baseando-se no efeito fotoelétrico (Fig. 3.3). Quando um material é exposto a um feixe
de raios-X, os eletrdes do cerne dos atomos da amostra sdo ejetados, sendo
determinada a quantidade de eletrdes ejetados bem como a sua energia cinética. A
partir destes valores e recorrendo a Equacao 3.4, é determinada a energia de ligacao

dos eletrdes (BE) dada por:
BE = hv - Egin - Qesp (34)

onde, hv corresponde a energia do fotdo da radiacao incidente, Ecin representa a energia
cinética do eletrdo ejetado e @esp corresponde a fungao-trabalho do espetrémetro, ou

seja, a energia necessaria para que os eletrées sejam analisados no espetrémetro [121].

Raios-X

Eletres
ejetados
Q9
/
Amostra

Fig. 3.3 - Representacdo esquematica do efeito fotoelétrico. Adaptado de [122].

Dado que as energias de ligagédo dos eletrbes do cerne sdo caracteristicas de
cada atomo, a analise por XPS permite identificar o elemento presente. A soma das
areas das bandas presentes no espetro de um determinado elemento é proporcional a
gquantidade de atomos desse elemento na regido analisada pelo que, recorrendo a
fatores de sensibilidade, é possivel obter uma analise quantitativa da superficie da
amostra. Os desvios quimicos das bandas num espetro de XPS permitem identificar o
namero de oxidacdo do elemento e conhecer a sua vizinhanga quimica. A profundidade
média de analise por XPS é de 10 nm [123,124].

A caracterizacdo dos téxteis ndo tingidos (Alg e Pol) e tingidos (Alg@am_sa e
Pol@am_sa) foi realizada no Centro de Materiais da Universidade do Porto (CEMUP).
Os provetes de algodé&o e poliamida foram colocados numa fita condutora de carbono
de dupla face colada a suportes de cobre, que foram dispostos no equipamento para a
andlise. A aquisicao e analise dos dados foi realizada com recurso a um espetrometro
Axis Ultra HSA — VISION (Kratos). As medi¢oes de XPS foram realizadas com uma fonte

de raios-X monocromatica de aluminio (Al Ka, com uma energia de 1486,6 eV),
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operando a 15 kV no modo hibrido, com uma energia de passagem de 80 eV para o
varrimento rapido (Survey) e de 40 eV para as regides de interesse. A corregdo de efeito
de carga da superficie foi realizada admitindo que a banda C 1s de mais baixa energia
equivale ao valor de referéncia (banda C 1s a 284,6 eV corresponde a ligagbes C—H e
C-C). Os efeitos da carga eletrostatica foram corrigidos usando um neutralizador de
carga. O software Vision foi utilizado para a aquisicdo de dados. Os espetros foram
deconvoluidos com o software CasaXPS 2.3.23, usando o método iterativo ndo linear
de Shirley para definir a linha de base. As percentagens atdmicas dos diferentes
elementos a superficie foram calculadas a partir das areas das respetivas bandas

deconvoluidas e usando os fatores de sensibilidade fornecidos pelo fabricante.

3.2.4. Ensaios de libertacao

3.2.4.1. Ensaios de libertagao com suor artificial

Para avaliar a quantidade de antocianinas libertada dos téxteis, foram realizados
ensaios de libertagdo com suor artificial. Estes ensaios foram baseados em informacéo
descrita na literatura [125].

O suor artificial utilizado foi preparado de acordo com a norma ISO 105-E04 -
Testes de solidez da cor - Solidez da cor a transpiragédo, da Organizacao Internacional
de Normalizacdo (ISO) [126]. Para a preparacdo da solugcdo de suor acida (pH 5,5),
foram dissolvidos num litro de agua desionizada: 0,5 g de monocloridrato de L-histidina
monoidratada, 5,0 g de cloreto de sbédio e 2,2 g fosfato de sddio monobasico di-
hidratado. O pH foi acertado com recurso a uma solucéo aquosa de NaOH 0,1 mol/L.

As amostras de algoddo Alg, Alg@am, Alg@am_sa, Alg@am_pH8_sa,
Alg@am_sap e Alg_na@am(2x)_sa foram cortadas em quadrados de 0,5 cm x 0,5
cm. Cada quadrado foi mergulhado em 1,0 mL de suor artificial. As experiéncias foram
realizadas em microtubos a 37 °C com agitacdo. Num primeiro ensaio, foram recolhidas
fracGes de 100 pL de suor aos tempos 0, 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 120, 180, 240, 300,
360, 420 e 1440 minutos. Os volumes recolhidos foram sendo repostos com a solucdo
de suor artificial previamente preparada para que o volume de suor no interior dos
microtubos fosse sempre constante. Os ensaios foram repetidos 2 vezes; no entanto,
nessas repeticdes apenas foram recolhidas fragbes de 100 uL de suor aos tempos 0,
60 e 120 minutos (o instante em que se verificou a concentracdo maxima de
antocianinas libertadas, na maioria das situagfes). Os volumes recolhidos também
foram sendo repostos para que o volume de suor no interior dos microtubos fosse

sempre constante.
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Foram também preparadas solu¢des padrao de cy-3-glc com concentracbes
conhecidas (0,005; 0,010; 0,020; 0,050; 0,080; 0,200 e 0,530 mg/mL) em triplicado.

As fracdes recolhidas e as solugdes padrao foram caracterizadas recorrendo a
técnica de HPLC-DAD (método das antocianinas), cuja metodologia se encontra
descrita em 3.2.1.2.a.1). Para analise de resultados, foi utilizado o software Chromeleon
7.2 e foram determinadas as areas dos picos presentes nos cromatogramas obtidos. A
partir da reta de calibracao (y = 3076x, R2 = 0,9985), foi possivel calcular a concentracao
de antocianinas libertadas de cada amostra para o suor em cada um dos tempos de

recolha.

3.2.4.2. Determinagéo da quantidade de aluminio libertada

A espetroscopia de absorcdo atomica (AAS) é uma técnica muito utilizada na
determinacdo da concentracdo de determinados elementos, nomeadamente de metais.
Esta técnica baseia-se no principio de que atomos livres no estado gasoso gerados num
atomizador podem absorver radiacdo com uma frequéncia especifica. Assim, na AAS,
uma fonte de radiagéo externa incide sobre o vapor do analito. Se esta radiacao tiver
uma frequéncia apropriada, podera ser absorvida pelos atomos do analito e promové-
los a estados excitados. Através da medicdo da quantidade de radiacdo absorvida,
pode-se determinar a concentracdo do elemento em estudo. A AAS apresenta uma
elevada sensibilidade, o que a torna um método bastante adequado para a analise de
elementos vestigiais que estejam presentes em amostras [127].

Dado que o aluminio foi utilizado como mordente e este pode apresentar alguma
toxicidade para os seres humanos, procedeu-se a determinacdo da quantidade de
aluminio libertada pelos substratos téxteis para o suor artificial recorrendo a AAS.

A determinacéo do teor de aluminio foi realizada no Laboratério Lab&Services
do Departamento de Quimica e Bioguimica da FCUP e foi baseada em informacéo
descrita na literatura [128]. As medi¢fes foram feitas com recurso a um espetrometro
de absorcédo atébmica com forno de grafite PinAAcle 900Z equipado com um amostrador
automatico AS900 (PerkinElmer). Foi utilizada uma lampada de catodo oco de aluminio
com um A = 309,27 nm e uma intensidade de corrente igual a 25 mA, bem como uma
largura de fenda de 0,7 nm. A correc&o de fundo foi realizada recorrendo ao efeito de
Zeeman longitudinal. Foram utilizados tubos de grafite com aquecimento transversal e
com plataformas integradas (THGA).

O programa de aquecimento do forno esta apresentado na Tabela 3.4.
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Tabela 3.4 - Programa de aquecimento do forno do espetrémetro de absorgdo atémica

i Periodo de tempo a o
Periodo de Fluxo do géas argon

Etapa Temperatura (°C) ) temperatura .

aguecimento (s) o (mL/min)

definida (s)
12 Secagem 110 1 30 250
22 Secagem 130 15 30 250
Pirdlise 1200 10 20 250
Atomizacao 2300 0 5 0

Limpeza 2450 1 3 250

O sistema foi controlado pelo software WinLab32 ™ AA.

Foram utilizadas solu¢des padrdo com concentragfes conhecidas de aluminio
(25, 30, 36, 40 e 50 pg/L) e com uma concentracdo de 0,2% de acido nitrico.

As amostras a analisar correspondem ao suor recolhido 2 horas depois da
incubacdo com o0s téxteis Alg, Alg@am, Alg@am_sa, Alg@am_pH8_sa,
Alg@am_sap e Alg_na@am(2x)_sa. A estas amostras foi adicionada a mesma
guantidade de acido presente nos padrdes. Durante a analise, foram realizadas 3
medicdes para as solugbes padrdo e para as amostras e o resultado final corresponde
a média das 3 medigbes. A partir das solucdes padréo com concentragfes conhecidas
e das respetivas areas dos picos, foi possivel tracar uma reta de calibracéo (y = 0,0035x
+ 0,0344, R2 = 0,9782) e, desse modo, calcular a concentragdo de aluminio libertada

para o suor em cada uma das amostras estudadas.

3.2.5. Ensaios de citotoxicidade

Com o objetivo de avaliar a toxicidade dos substratos de algodao para as células
foram realizados ensaios biologicos com células HaCat, uma linha celular de

gueratinécitos imortais aneuploides de pele humana adulta.

3.2.5.1. Cultura de células

Uma linha celular de queratinécitos (HaCat) foi cultivada em monocamada com
passagens entre 35 e 55. Como manutencéo de rotina, as células foram inoculadas em
placas de Petri de 25 cm? e deixadas em cultura até a confluéncia, em meio DMEM. Os
meios foram suplementados com 10% de FBS (inativado a 56 °C) e com 1% de solucéo
de antibiético/antimicético (percentagens volumicas). As culturas celulares foram

mantidas a 37 °C numa atmosfera humidificada com 5% de CO-[129]. As células foram
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tripsinizadas com uma solugéo 0,25% tripsina - EDTA-4Na (razdo massa/volume; m/V)

duas vezes por semana.

3.2.5.2. Incubacdo com os compostos

As células HaCat foram inoculadas em placas de 96 pogos a uma densidade de
4,0x10° células/mL (100 pL/poco), usando meio de cultura DMEM suplementado com
10% de FBS (inativado por calor) e com 1% de solugdo de antibidtico/antimicotico
(percentagens volumicas), e permitiu-se a sua adesao e crescimento durante 24 horas.

Foi realizado um estudo com as amostras de algoddo Alg_na@am(4x) e
Alg_na@am(4x)_sa. Estas amostras foram cortadas em quadrados de 3,0 cm x 3,0 cm
e cada quadrado foi mergulhado em 9,0 mL de meio DMEM sem FBS e sem solugéo de
antibiético/antimicético a pH 7,4. As experiéncias foram realizadas em microtubos a 37
°C com agitacdo. Ao fim de 2 horas, foram recolhidas fragcfes, de onde foram retiradas
aliquotas para serem caracterizadas recorrendo a técnica de HPLC-DAD (método das
antocianinas), cuja metodologia se encontra descrita em 3.2.1.2.a.1). Estas fragdes
foram incubadas com as células durante 24 horas a 37 °C e pH 7,4, usando quatro

concentragdes distintas (diluicdes em série), num volume final de 100 pL.

3.2.5.3. Ensaio de brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-
difenil-2H-tetrazolio

Para a avaliagdo da viabilidade celular foram realizados ensaios de
citotoxicidade. Nas células, o mecanismo de reduc¢do do MTT envolve a transferéncia
de eletr6es do NADH ou de moléculas redutoras semelhantes para o MTT [130]. No
ensaio de reducdo do MTT, as células viaveis sdo capazes de converter o MTT num
produto de cor roxa, enquanto as células mortas ndo sdo capazes de o fazer. Assim, a
medicdo da absorvancia a A = 570 nm permite a dete¢do desse produto corado e a

quantificacdo da viabilidade celular.

Os ensaios de MTT foram realizados de acordo com a literatura [131], com
algumas modificacbes. Para a realizacdo deste ensaio, retirou-se 0 meio dos pog¢os das
placas de 96 pocos e os pocos foram lavados com PBS. De seguida, foram adicionados
100 uL de solugao de MTT a cada pocgo (concentracao de 5,0 mg/mL) e as placas foram
incubadas na estufa durante 1 hora e 30 minutos. A reacao foi interrompida rejeitando

0 meio e adicionando DMSO para a dissolu¢do dos cristais que se formaram. Em
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seguida, procedeu-se a leitura da absorvancia a A = 570 nm (FlexStation®3 Multi-Mode

Microplate Reader, Molecular Devices).

3.2.6. Efeito das antocianinas nas enzimas da pele

Para avaliar o efeito das antocianinas nas enzimas da pele foram realizados
ensaios de inibicdo enziméatica com a colagenase, a elastase, a tirosinase e a

hialuronidase.

3.2.6.1. Atividade da colagenase

Os ensaios de inibicdo enzimética da colagenase na presenca do extrato de
antocianinas de amora e de cy-3-glc a diferentes concentracbes foram realizados
usando as condicbes descritas na literatura [132], com algumas modificagbes. A
atividade desta enzima na presenca e na auséncia dos compostos em estudo foi
avaliada através da monitorizacao da hidrélise do composto FALGPA pela colagenase,
recorrendo a medicdo da diminuicdo da absorvancia a A = 324 nm.

A colagenase de Clostridium histolyticum do tipo | foi dissolvida em tampao
fosfato 10 mmol/L (pH 6,8), tendo sido preparada uma solugdo com uma concentragdo
de 1000 pg/mL. O substrato FALGPA foi dissolvido no mesmo tampao, a uma
concentracdo de 3,0 mmol/L. Depois de terem sido preparadas solu¢des padrao de
extrato de antocianinas de amora e de cy-3-glc (97,0 mg/mL) em DMSO, foram
preparadas 4 solu¢des de cada um dos compostos com concentracdes de 19,4; 48,5;
97,0 e 194 ug/mL em tampao fosfato.

Apo6s a adicao de tampao (175 uL) a cada um dos pocos das placas de 96 pocos,
procedeu-se a adicdo das solugdes de extrato ou de cy-3-glc (75 uL) e a sua incubagao
com a enzima (20 pL), durante 15 minutos a 37 °C, e, ao fim desse tempo, iniciou-se a
reagdo com a adicao de substrato (30 pL). Na situagcdo controlo, onde nao foram
adicionadas as solu¢cbes de antocianinas, o volume destes compostos foi substituido
por tampdo. A reacdo foi seguida num leitor de placas (FlexStation®3 Multi-Mode
Microplate Reader, Molecular Devices) e foram registados os valores de absorvancia a
A =324 nm e a 37 °C, durante 35 minutos. Para calcular a percentagem de inibicdo da

colagenase por parte das antocianinas, utilizou-se a Equacéo 3.5:

O Bo—Bss
% Inibicdo = (1 - AO—A) x 100 (3.5)

—43s5
onde By representa a absorvancia da solugéo inicial medida nos po¢os na presenca de

enzima, substrato e antocianinas e Bssrefere-se a absorvancia ao fim de 35 minutos de
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incubacdo destes compostos. Ao representa a absorvancia da solucdo inicial na
auséncia das antocianinas, ou seja, apenas na presenca de enzima e substrato e Ass

refere-se a absorvancia ao fim de 35 minutos de incubacdo da enzima com o substrato.

3.2.6.2. Atividade da elastase

Os ensaios de inibicdo enzimatica da elastase na presenca do extrato de
antocianinas de amora e de cy-3-glc a diferentes concentragbes foram realizados
usando as condi¢Bes descritas na literatura [133], mas com algumas modificacdes. A
atividade da enzima na presenca e na auséncia dos compostos em estudo foi avaliada
através da monitorizacdo da hidrélise do N-Suc-Ala-Ala-Ala-p-NA pela elastase. Nesta
reacdo, € libertado o p-Nitroanilido que leva a um aumento da absorvancia a A = 405

nm.

A elastase pancreética de porco foi dissolvida em tampé&o Tris-HCI 100 mmol/L
(pH 8,0), tendo sido preparada uma solugdo com uma concentracéo de 75,5 yg/mL. O
substrato N-Suc-Ala-Ala-Ala-p-NA foi dissolvido em tampéo Tris-HCI, a uma
concentracéo de 4,4 mmol/L. Depois de terem sido preparadas solu¢des padrdo de
extrato de antocianinas de amora e de cy-3-glc (97,0 mg/mL) em DMSO, foram
preparadas 4 solugbes de cada um dos compostos com concentragdes de 97,0; 194;
388 e 776 pg/mL em tampé&o Tris-HCI.

A adicéo das solu¢bes a cada um dos pogos da placa de 96 pocos foi realizada
conforme descrito no caso da colagenase, no entanto, neste caso, 0 volume de enzima
foi de 30 yL e o volume de substrato foi de 20 pL. A reagéo foi seguida num leitor de
placas (FlexStation®3 Multi-Mode Microplate Reader, Molecular Devices) e foram
registados os valores de absorvancia, a A = 405 nm e a 37 °C, durante 35 minutos. Para

calcular a percentagem de inibicdo da elastase, utilizou-se a Equacéo 3.6:

% Inibigdo = (1 — 2252 x 100 (3.6)

35740
onde Bss representa a absorvancia ao fim de 35 minutos de incubacdo da enzima e das
antocianinas com o substrato e Borefere-se a absorvancia da solugéo inicial na presenca
destes compostos. Ass refere-se a absorvancia ao fim de 35 minutos de incubacéo da
enzima com o substrato na auséncia de antocianinas e Ao representa a absorvancia da

solucdo inicial contendo enzima e substrato.
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3.2.6.3. Atividade da tirosinase

Os ensaios de inibicAo enzimatica da tirosinase na presenca do extrato de
antocianinas de amora e de cy-3-glc a diferentes concentracBes foram realizados
usando as condi¢cdes descritas na literatura [134], mas com algumas modificactes.
Neste caso, foi utilizado o composto L-DOPA como substrato, e a atividade da enzima
na presenca e na auséncia das antocianinas foi monitorizada através da medicao do
aumento da absorvancia a A = 475 nm.

A tirosinase de cogumelo foi dissolvida em tampéo fosfato 10 mmol/L (pH 6,8),
tendo sido preparada uma solugdo com uma concentracdo de 37,7 ug/mL. O substrato
L-DOPA foi dissolvido em tampé&o fosfato, a uma concentragdo de 6,0 mmol/L. Depois
de terem sido preparadas soluc¢des padréo de extrato de antocianinas de amora e a cy-
3-glc (97,0 mg/mL) em DMSO, foram preparadas 4 solu¢des de cada um dos compostos
com concentracdes de 19,4; 48,5; 97,0 e 194 ug/mL em tampdo fosfato.

A adicdo das solugdes a cada um dos pogos da placa de 96 pocos foi realizada
conforme descrito no caso da colagenase. A reacédo foi seguida num leitor de placas
(FlexStation®3 Multi-Mode Microplate Reader, Molecular Devices) e foram registados
os valores de absorvancia, a A = 475 nm e a 37°C, durante 20 minutos. Para calcular a

percentagem de inibicdo da tirosinase, utilizou-se a Equacéao 3.7:

% Inibigdo = (1 — 22252 x 100 (3.7)

20— 4o
onde By representa a absorvéancia ao fim de 20 minutos de incubacéo da enzima e das
antocianinas com o substrato e Borefere-se a absorvancia da solucao inicial na presencga
destes compostos. Ay refere-se a absorvancia ao fim de 20 minutos de incubacéo da
enzima com o substrato na auséncia de antocianinas e Ao representa a absorvancia da

solucdo inicial contendo enzima e substrato.

3.2.6.4. Atividade da hialuronidase

Os ensaios de inibicdo enzimética da hialuronidase na presenca do extrato de
antocianinas de amora e de cy-3-glc a diferentes concentracbes foram realizados
usando as condi¢cOes descritas na literatura [135], com algumas modificacdes. Neste
caso, foi utilizado o acido hialurénico, como substrato, e a atividade da enzima na
presenca e na auséncia dos compostos foi monitorizada através de um método
turbidimétrico, que tem por base a formacdo de complexos insollveis entre o &cido

hialurénico nao digerido e o CTAB.



FCUP | 47

Absorcéao, estabilidade e bioatividade de novos derivados antocianicos para aplicagao nas industrias
cosmeética e téxtil

A hialuronidase de testiculos bovinos tipo I-S foi dissolvida em tampéao fosfato 20
mmol/L (pH 7,0) contendo 50 mmol/L de NaCl, tendo sido preparada uma solugéo com
uma concentracdo de 50,0 pg/mL. O substrato, sal de sodio do acido hialurénico de
crista de galo, foi dissolvido em tampé&o com 0,3 mol/L de fosfato de sédio (pH 5,35), a
uma concentragdo de 0,3 mg/mL. Esta solucédo foi aquecida a 60-70 °C durante 15 a 20
minutos, antes da sua utilizagdo, para garantir a dissolugdo completa do acido
hialurénico. Depois de terem sido preparadas solu¢cdes padrdao de extrato de
antocianinas de amora e a cy-3-glc (97,0 mg/mL) em DMSO, foram preparadas 4
solugbes de cada um dos compostos com concentracdes de 19,4; 48,5; 97,0 e 194
pg/mL em tampéo fosfato 20 mmol/L (pH 7,0) contendo 50 mmol/L de NacCl.

Apos a adicdo de tampéo fosfato 20 mmol/L (pH 7,0) contendo 50 mmol/L de
NaCl (52,5 pL) a cada um dos pogos das placas de 96 pocos, foram adicionadas as
solucdes de extrato ou de cy-3-glc (37,5 pL) e incubadas com uma solugédo de
hialuronidase (30 pL), durante 10 minutos a 37 °C. Na situagdo controlo, onde ndo foram
adicionadas antocianinas, o volume destas foi substituido por tampao. Para além do
controlo na auséncia de antocianinas, foram ainda realizados ensaios na auséncia de
enzima, em que o volume de enzima foi substituido por tamp&o. Ao fim dos 10 minutos,
a reacao foi iniciada com a adi¢édo do acido hialurénico (30 pL). Posteriormente, houve
um novo periodo de incubacao de 60 minutos a 37 °C. O acido hialurénico néo digerido
gque permanecia ha solucéo foi precipitado com 150 pL da solucéo de CTAB (2,5% m/V
em 2% m/V NaOH). A mistura foi deixada a temperatura ambiente durante 10 minutos
e, apobs esse periodo de tempo, mediu-se a absorvancia a A = 400 nm, num leitor de
placas (FlexStation®3 Multi-Mode Microplate Reader, Molecular Devices). A

percentagem de inibicdo foi calculada recorrendo a Equacéao 3.8:

% Inibiggo = (1 — 2) x 100 (3.8)
A= ( - j—’j) x 100 (3.9)
B= ( —i—j) x 100 (3.10)

onde A representa a atividade enzimatica do controlo na auséncia das antocianinas e B
a atividade enzimatica na presenca das antocianinas. As atividades enzimaticas foram
calculadas a partir das Equagdes 3.9 e 3.10, onde Ae e Be representam a absorvancia
do substrato na presenca de enzima e Ao € Borepresentam a absorvancia do substrato

na auséncia de enzima.
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3.2.7. Analise estatistica

Os ensaios de libertagdo com suor artificial foram realizados com pelo menos n
= 3 repeti¢cdes. Os valores apresentados representam a média aritmética + erro padrao
da média (SEM) e as diferencas estatisticas foram analisadas por two-way ANOVA
[136]. As diferencas foram consideradas significativas quando o nivel descritivo
(p)<0,05.

Todos os restantes ensaios foram realizados com pelo menos n = 3 repeticdes.
Os valores apresentados representam a média aritmética + SEM e as diferencas
estatisticas foram analisadas por one-way ANOVA, seguido pelo teste de Bonferroni
[137]. As diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05.

Todos os dados estatisticos foram processados pelo programa GraphPad Prism
5.0, versdo para Windows (GraphPad software).

3.2.8. Estudos de docking molecular com a hialuronidase

A guimica computacional € uma area da quimica que, nos ultimos anos, tem
vindo a ganhar uma importancia crescente. Através da quimica computacional, é
possivel prever resultados experimentais e/ou interpreta-los mais facilmente,
minimizando a necessidade de recorrer a técnicas complicadas e dispendiosas. Os
estudos de atracagem (do inglés, docking) molecular enquadram-se nesta area da
guimica e sdo bastante utilizados para prever a orientagdo de duas moléculas
(geralmente, proteina (recetor) e substrato (ligando)), quando estas se associam para
formar um complexo estavel. A partir da técnica de docking molecular, é possivel
identificar as interagbes mais relevantes entre as duas moléculas e distinguir as
estruturas do complexo formado que maximizam as interacfes entre as moléculas e, ao
mesmo tempo, minimizam a energia do sistema [138].

O processo de docking molecular apresenta diversas etapas [138]. As primeiras
correspondem a sele¢do do recetor e a definicdo da regido de ligagdo mais favoravel
entre o recetor e o ligando. Posteriormente, deve-se proceder a preparacdo das
estruturas moleculares dos ligandos. Em seguida, deve-se escolher um algoritmo de
pesquisa adequado, de modo a procurar varias estruturas possiveis para encaixar um
ligando no local de ligacdo do recetor. Existem varios algoritmos de pesquisa, por
exemplo, os algoritmos rigidos (que ndo tém em conta a flexibilidade do ligando e do
recetor), os algoritmos sistematicos (que exploram os graus de liberdade do ligando e
do recetor), as simulacdes de dindmica molecular (que utilizam equacdes de movimento

e geram varias conformacgfes ao longo do tempo) e os métodos estocasticos (que
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analisam o espaco conformacional de uma forma aleatoria e introduzem modificacdes
nos ligandos e/ou no recetor, que podem ser aceites ou rejeitadas de acordo com uma
fungéo probabilistica). Um exemplo de um método estocastico é o caso dos algoritmos
genéticos, que aplicam os principios da genética e a teoria da evolugdo ao docking
molecular. Estes algoritmos partem de uma “populag¢ao” de diferentes conformagdes do
recetor ou do ligando, cada uma das quais definida por um conjunto de variaveis
(designadas de “genes”). O espaco conformacional é explorado tendo por base as
teorias de evolugdo. Neste caso, as conformacgfes séo cruzadas através da aplicagédo
de operadores genéticos, como mutacdes, migracdes e cruzamento cromossomico (do
inglés crossing-over). As conformacgdes que néo satisfazem uma evolucéo positiva vao
sendo excluidas e o processo vai sendo repetido até que a populacéo final satisfaca
uma determinada funcdo de ajuste. Dado que €& impossivel explorar todas as
orientagbes e conformagfes possiveis resultantes da associagdo entre o recetor e 0
ligando, a maioria dos algoritmos de pesquisa de docking mantém a estrutura do recetor
rigida e confere flexibilidade ao ligando. A Ultima etapa do processo de docking deve
ser 0 uso de uma fungéo de avaliagdo para determinar as melhores solugdes obtidas. O
principal objetivo da funcdo de avaliacdo € estimar a afinidade entre o recetor e 0
ligando, que é proporcional a energia de Gibbs da ligacdo (AGig). Geralmente, a
qualidade de um processo de docking esta associada ao uso de um bom algoritmo de
pesquisa e de uma boa funcéo de avaliacdo, mas também a rapidez de execucao de
todo o processo [138-140]. O programa AutoDock [141] é um dos mais populares e
utilizados que emprega algoritmo genético.

A hialuronidase é uma das enzimas responsaveis pela destruicdo do
glicosaminoglicano mais abundante no nosso organismo, o acido hialurénico [142]. Para
além da abordagem experimental realizada com esta enzima, foi também realizado um
estudo teorico sobre a inibicdo da hialuronidase usando antocianinas, onde foram
avaliadas as interacdes entre o centro ativo da enzima e diferentes formas da
antocianina maioritaria do extrato de amora (cy-3-glc).

A estrutura cristalogréfica da hialuronidase obtida por difracdo de raios-X foi
retirada da base de dados Protein Data Bank (PDB). Foi escolhida a estrutura
cristalografica da hialuronidase do veneno de abelha, uma vez que esta estrutura possuli
um centro ativo semelhante ao da enzima humana, assim como pelo facto de ter sido
usada com sucesso em estudos semelhantes [142,143]. O cédigo PDB da estrutura é
1FCV e a resolucéo é 2,65 A [142]. Esta estrutura molecular possui um tetrassacarido

associado ao centro ativo da enzima, o qual, de acordo com a literatura [142],
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corresponde ao produto final da hidrélise do &cido hialurénico. Neste estudo, a
quercetina e a quercetina-3-glucosido foram usadas como controlo positivo e foram
estudadas as formas estruturais da cy-3-glc maioritarias a pH 7: a pseudobase carbinol
e a chalcona. Também foi estudada a 3-desoxicianidina (também designada de
luteolinidina) e a sua respetiva chalcona. As estruturas dos ligandos foram construidas
usando o programa Avogadro [144].

O procedimento de docking molecular foi realizado com o software Autodock 4,
recorrendo ao Autodock Tools [141]. Inicialmente, efetuou-se uma validacdo do
processo de docking, usando o tetrassacarido cristalogréafico, constituido por duas
unidades de GIcA e de GIcNAc. Apds o re-docking do tetrassacérido e subsequente
validacgéo, foi realizado o processo de docking molecular com os ligandos em estudo
aplicando o mesmo protocolo computacional. Inicialmente, foram retiradas as moléculas
de &gua presentes na estrutura cristalografica e procedeu-se a adicdo dos atomos de
hidrogénio a enzima, tendo em conta o estado de protonagdo de todos os residuos da
proteina no seu estado fisioldgico. Neste caso, o residuo Glu219 foi protonado de forma
a possuir carga neutra, assim como as ligacdes de enxofre entre os residuos de cisteina
22 e 313 e 189 e 201 foram definidas. Para definir o local de docking molecular, recorreu-
se ao médulo AutoGrid. O centro da caixa de docking foi: X — 2,606; Y — 31,694; Z — -
8,535, 0 numero de pontos de espacamento foi de 0,375 e 0 niumero total de pontos em
cada uma das 3 dimensbes (X, Y e Z) foi de 60. O AutoGrid gerou um conjunto de
ficheiros que foram utilizados pelo programa Autodock. Durante o docking molecular, foi
usado um método baseado num algoritmo genético lamarquiano com um total de 50
solucdes. O tamanho da populacao foi de 150. O niumero maximo de avaliacdes foi de
250000 e o numero de geracgdes foi de 27000.

Todas as solug@es obtidas foram ordenadas, tendo em conta os valores de AGij.
As melhores solugfes de docking para cada ligando foram analisadas com recurso ao
programa Visual Molecular Dynamics (VMD) [145], tendo sido estudadas as interacdes

mais relevantes entre o centro ativo da enzima e os ligandos em estudo.
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4. Resultados e Discussao

Este capitulo encontra-se dividido em varias partes distintas. Numa primeira
fase, seréo referidos os resultados relacionados com a caracterizacdo do extrato de
antocianinas de amora. Em seguida, serdo apresentados e discutidos os resultados de
caracterizacdo dos substratos téxteis de algodao e poliamida tingidos obtidos com
recurso as técnicas de colorimetria, FTIR-ATR e XPS. Numa fase seguinte, serao
abordados os resultados obtidos nos ensaios de libertacéo das antocianinas dos téxteis
para o suor artificial. Serdo ainda descritos os resultados obtidos nos ensaios biologicos
realizados, nomeadamente os resultados relacionados com os ensaios de citotoxicidade
e com o efeito das antocianinas na atividade das enzimas da pele. Adicionalmente,
serdo abordados os resultados relacionados com o estudo de docking molecular

realizado com a hialuronidase.

4.1. Caracterizacdo estrutural do extrato de antocianinas de
amora
4.1.1. Determinacdo do conteudo em antocianinas

O extrato de antocianinas de amora foi analisado por HPLC-DAD e HPLC-MS.
Na Fig. 4.1 encontra-se representado o cromatograma obtido para o extrato de
antocianinas de amora a A = 520 nm. No cromatograma do extrato é possivel identificar
a presenca de 5 antocianinas: 1 - Cy-3-glc; 2 - Cianidina-3-rutinésido; 3 - Cianidina-3-
xilésido; 4 - Cianidina-3-malonil-glucésido e 5 - Cianidina-3-dioxaloil-glucésido, cujas

caracteristicas se encontram apresentadas na Tabela 4.1 [99].
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Fig. 4.1 - Cromatograma representativo da andlise por HPLC das antocianinas presentes no extrato de amoraa A =
520 nm.
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Tabela 4.1 - Identifica¢é@o estrutural por HPLC-MS das antocianinas presentes no extrato de amora (estrutura das

antocianinas, varrimentos MS* e MS? (m/z), A de absor¢do maxima e tempo de retengo)

_ o Ms?! MS? Tempo de
Pico Antocianinas R A (nm) - )
(m/z) (m/z) retencdo (min)
1 Cy-3-glc Glc 449 287 514 16,7
2 Cianidina-3-O-rutinésido Rut 595 449/287 517 20,0
3 Cianidina-3-O-xilésido Xil 419 287 517 28,0
Cianidina-3-O-malonil- Malonil-
4 . 535 - 520 30,2
glucésido Glc
Cianidina-3-dioxaloil- Dioxaloil
5 . 593 287 520 33,8
glucésido -Glc

OH

OH
HO. 0@ O
S i
/
Ry

OH

Legenda: Glc - glucésido; Rut - rutinésido; Xil - xilésido.

Através da area total dos picos presentes nos cromatogramas obtidos e da reta
de calibracéo, foi determinada a concentracdo total de antocianinas presentes no
extrato, tendo-se determinado uma concentragéo de (0,62 + 0,07) mg de antocianinas
(em equivalentes de cy-3-glc) por mg de extrato. Este valor estd de acordo com o
esperado, jA que comprova que o extrato € maioritariamente composto por antocianinas.

Para estudar a contribuicdo da antocianina maioritaria neste extrato, cy-3-glc,
para a atividade total do extrato, procedeu-se ao seu isolamento. A purificacdo desta

antocianina foi avaliada por HPLC, tendo sido calculado um grau de pureza de 97%.

4.1.2. Determinacao do contelldo em polifendis de baixo peso

molecular

O cromatograma obtido para o extrato de antocianinas de amora a A = 280 nm,
através do método dos polifendis de baixo peso molecular, encontra-se na Fig. 4.2.
Através do cromatograma do extrato é possivel identificar a presenca de: 1 - Acido
galhico; 2 - Acido protocatecuico; 3 - Cy-3-glc; 4 - Desconhecido; 5 e 6 - Galoil-bis-
hexahidroxidifenoil-glucose (isomeros), 7 - Acido elagico e 8 - Quercetina-3-glucosido /
Quercetina-3-galactosido, cujas caracteristicas se encontram apresentadas na Tabela
4.2 [102].
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Fig. 4.2 - Cromatograma representativo da anélise por HPLC-MS dos polifenéis de baixo peso molecular presentes no

extrato de amora a A = 280 nm.

Tabela 4.2- Identifica¢@o estrutural por HPLC-MS dos compostos presentes no extrato de amora que apresentam

absorvancia a A = 280 nm (varrimentos MS?, MS? e MS® (m/z), A de absorgdo maxima e tempo de retencao)

MS?t MS? MS? Tempo de
Pico Polifendis A (nm) - .
(m/z) (m/z) (m/z) retencdo (min)
1 Acido géalhico 169 - 271 19,0
2 Acido protocatecuico 153 109 - 259/292 32,8
3 Cy-3-glc 447 285 - 514 44,9
4 Desconhecido 481 318/301 165/153/182 265 65,2
Galoil-bis-
5 . o i 935 633/301 - 289 69,9
hexahidroxidifenoil-glucose
Galoil-bis-
6 . o . 935 633/301 - 265 74,4
hexahidroxidifenoil-glucose
7 Acido elagico 301 229/257/185 - 256/367 82,1
Quercetina-3-glucosido / 257/179/
8 . . 463 301 349 90,2
Quercetina-3-galactésido 271/151

Através da reta de calibracédo, foi determinada a concentracao total de polifendéis

de baixo peso molecular presentes no extrato, tendo-se determinado uma concentracao

de (0,00388 + 0,00003) mg de polifendis de baixo molecular (em equivalentes de acido
galhico) por mg de extrato.

4.1.3. Determinacao do conteldo em flavonois

Através do método dos flavondis, foi obtido um cromatograma para o extrato de

antocianinas de amora a A = 370 nm, que se encontra na Fig. 4.3. Através do

cromatograma do extrato € possivel identificar a presenca de: 1 - Quercetina-3-

glucurdnido; 2 - Quercetina-3(-6’-(3-hidroxi-3-metilglutaroil)-galactésido / Quercetina-3-
glucosido / Quercetina-3-galactésido; e 3 - Desconhecido; na Tabela 4.3 [146].

53



54 | Fcup

Absorcéo, estabilidade e bioatividade de novos derivados antocianicos para aplica¢éo nas industrias
cosmética e téxtil

a <) ~
o o o
o o [=]

Absorvancia (u.a.

&
o
o

30,01

20,01

10,07

0,01

0,0

T 1
80,0 90,0
Tempo (min)

Fig. 4.3 - Cromatograma representativo da analise por HPLC dos flavondis presentes no extrato de amora a A = 370

nm.

Tabela 4.3 - Identificag&o estrutural por HPLC-MS dos flavondis presentes no extrato de amora (varrimentos MS?, MS?

e MS?® (m/z), A de absor¢do méaxima e tempo de retengdo)

. ) MS?t mMS2 mMs? Tempo de
Pico Flavonaéis A (nm) ~ .
(m/z) (m/z) (m/z) retencao (min)
1 Quercetina-3-glucurénido 477 301 179/151 | 253/334 22,3
Quercetina-3(-6'-(3-hidroxi-
. . ) 607 463 301 253/352 22,9
3-metilglutaroil)-galactésido
2
Quercetina-3-glucosido / 257/179/
. . 463 301 253/340 23,0
Quercetina-3-galactésido 271/151
. 773/451/
3 Desconhecido 837 791 253/355 27,3
565/338

Usando a reta de calibragcdo obtida, foi determinada a concentragéo total de

flavondis presentes no extrato, tendo-se determinado uma concentragdo de (0,006 +

0,002) mg de flavonéis (em equivalentes de quercetina-3-galactésido) por mg de extrato.

4.1.4. Determinacao do conteudo total em fenois

Através do método de Folin-Ciocalteu, foi determinado o conteldo total em fendis

presentes na amostra. Neste caso, foi determinada uma concentracéo total de (0,64 +

0,04) mg de fendis (em equivalentes de cy-3-gic) por mg de extrato. Este valor é

concordante com a soma dos valores obtidos para o conteddo em antocianinas,

polifendis de baixo peso molecular e flavonoéis. Dado que o contetdo em polifendis de

baixo peso molecular e flavonois, é praticamente nulo, conclui-se que 0s compostos

fendlicos que compdem este extrato sdo maioritariamente antocianinas.
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4.1.5. Determinacao do teor em humidade

A determinacéo do teor em humidade foi realizada com 5,00 mg de extrato e, ao
fim de duas semanas, verificou-se uma diminuicdo da massa em 0,47 mg. Deste modo,
foi determinado um teor em humidade de (0,09 + 0,01) mg de 4gua por mg de extrato,

0 que equivale a uma percentagem de 9%.

4.1.6. Determinacao do teor em proteinas

Apoés a realizagdo do método de Bradford, determinou-se um teor em proteinas
de (0,051 + 0,003) mg proteinas por mg de extrato. De facto, o teor em proteinas é
bastante reduzido, tal como seria de esperar, uma vez que o extrato foi purificado
através do gel de fase reversa C18. E de salientar que este método é bastante sensivel

e reprodutivel e apresenta pouco interferentes [108].

4.1.7. Determinacao da atividade antioxidante

Através do método de FRAP, foi determinada a atividade antioxidante em
equivalentes de Trolox. O valor obtido foi de (66 + 2) umol em equivalentes de Trolox
por mg de extrato. E de esperar que a atividade antioxidante do extrato seja elevada, j&
gue os flavondides, nomeadamente as antocianinas, tém uma elevada atividade
antioxidante.

4.1.8. Determinacao da atividade antirradicalar

Recorrendo ao método do DDPH, foi determinada a atividade antirradicalar do
extrato em equivalentes de Trolox. O valor obtido foi de (52 + 5) umol em equivalentes
de Trolox por mg de extrato. Nem todos os compostos com atividade antioxidante
possuem atividade antirradicalar, no entanto, o poder antirradicalar do extrato esta
relacionado com o seu poder antioxidante, ja que ambos resultam do elevado namero
de grupos hidroxilo, que séo caracteristicos das antocianinas (Tabela 4.1). Estes grupos
hidroxilo apresentam uma elevada capacidade de doar atomos de hidrogénio ao DPPH
e de estabilizar o eletrdo desemparelhado [147].

Na literatura [148], encontra-se descrita uma atividade antioxidante entre 16,2 e
41,8 pmol em equivalentes de Trolox por mg de extrato e uma atividade antirradicalar
compreendida entre 1,5 e 8,1 umol em equivalentes de Trolox por mg de extrato de
amora. Estes valores sao inferiores aos obtidos, no entanto, € de notar que os extratos

mencionados na literatura ndo foram purificados em gel de fase reversa C18, pelo que
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as suas atividades antioxidante e antirradicalar por mg serdo menores do que as de um
extrato purificado.

Na Tabela 4.4, encontra-se um resumo da composicdo do extrato de
antocianinas de amora. A determinacdo da composi¢do do extrato permitiu concluir que
0 extrato € maioritariamente constituido por compostos fendlicos, sendo que a maioria
desses compostos sdo antocianinas. A percentagem de polifendis de baixo peso
molecular e de flavondis € baixa (inferior & de proteinas) e deverdo existir outros
compostos fendlicos no extrato para além dos determinados. A quantidade de agua
presente no extrato também é significativa, sendo proxima dos 10%. Aproximadamente
25% da composicdo do extrato permanece desconhecida, pelo que seria interessante
determinar a concentracdo de lipidos e acuUcares presentes no extrato, no entanto, tal
néo foi possivel por limitagdes do equipamento. No entanto, seria de esperar que estes
valores fossem baixos, dado que o extrato foi purificado em gel de fase reversa C18. O
extrato apresenta uma atividade antioxidante e antirradicalar significativa, pelo que, a

partida, tera um efeito protetor e antienvelhecimento na pele.

Tabela 4.4 - Composicdo do extrato de antocianinas de amora por mg de extrato

o Polifendis de ) Fenois . Atividade Atividade
Antocianinas ) Flavonaéis ) Agua | Proteinas o ) )
baixo peso totais antioxidante | antirradicalar
(mg) (mg) (mg) (mg)
molecular (mg) (mg) (umol) (umol)
0,00388 + 0,006 + 0,64 + 0,09 + 0,051 +
0,62 + 0,07 66 + 2 52+5
0,00003 0,002 0,04 0,01 0,003

4.2. Caracterizacdo dos substratos téxteis

As malhas de algodéo e poliamida foram tingidas com o extrato de antocianinas
de amora por um processo que mimetiza o tingimento por esgotamento. Tal como ja foi
referido, foram testadas diversas condi¢Bes, de modo a otimizar este processo. Na
proxima subsecc¢do, serdo apresentadas fotografias dos téxteis bem como os resultados
obtidos na caracterizagdo por colorimetria. Nas subsecc¢des seguintes, serdo avaliados

os resultados obtidos com recurso as restantes técnicas de caracterizacao.

4.2.1. Colorimetria

Na Tabela 4.5 € possivel observar as coordenadas colorimétricas e fotografias
das amostras de algodao e de poliamida nao tingidas antes (Alg_na e Pol_na) e apés
ativacdo (Alg e Pol).
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Tabela 4.5 - Substratos téxteis de algodao e poliamida néo tingidos antes e apés ativagao

L* a* b* Fotografia
Alg_na 90,86 0,54 0,31
Alg 89,52 0,34 3,04
Pol_na 94,62 -1,06 3,24
Pol 93,01 -0,48 5,79

Os substratos téxteis nao tingidos apresentam valores de L* proximos de 100

(cor mais clara). De acordo com os resultados obtidos, a ativagdo dos téxteis ndo leva

a alteracoes significativas da sua cor, uma vez que as coordenadas de cor se mantém

proximas das dos téxteis ndo ativados. No entanto, verifica-se uma certa tendéncia para

0s substratos ativados ficarem mais amarelados (aumento do valor de b*).

Estes substratos téxteis foram tingidos por impregnacéo a temperatura ambiente

e foram testadas duas variaveis: o numero de impregnagdes (1 a 3 impregnagdes) e o

pH (2 e 3). Na Tabela 4.6, sdo apresentadas as coordenadas colorimétricas e fotografias

das amostras de algodéo tingidas por este método (Alg@am_il pH2, Alg@am_i1,

Alg@am_i2 e Alg@am_i3), bem como dos respetivos provetes resultantes da lavagem.

Para além disso, sdo apresentados os valores de AE relativamente ao algodédo e a

percentagem de lixiviacao.

Tabela 4.6 - Substratos téxteis de algodao tingidos por impregnacao a temperatura ambiente, antes e apos a lavagem

Percentagem de .
L* ax b* AE o Fotografia
lixiviagdo (%)

Alg@am_i1_pH2 63,18 9,04 -1,86 28,16 -
48,75

Alg@am_i1_pH2 (lavado) | 76,05 5,15 4,98 14,43 -

Alg@am_i1 56,05 11,38 2,32 35,65 -
45,99

Alg@am_i1 (lavado) 71,43 5,03 7,67 19,25 -

Alg@am_i2 49,71 15,99 -3,96 43,34 -
48,16

Alg@am_i2 (lavado) 68,16 6,65 6,02 22,47 -

Alg@am i3 44,77 18,74 -3,83 48,86 -
51,36

Alg@am _i3 (lavado) 66,88 6,96 6,96 23,77 -

Como é possivel observar na Tabela 4.6, o aumento do numero de

impregnacdes leva a que os substratos téxteis apresentem uma cor mais escura, o que
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pode ser comprovado pela diminuicdo do valor de L*, e mais avermelhada, o que é
confirmado pelo aumento do valor de a*. Ao comparar a amostra tingida a pH 2
(Alg@am_i1 pH2) com o provete tingido a pH 3 (Alg@am_il), onde ndo houve
qualquer ajuste do pH do extrato, verifica-se que o primeiro tem uma cor mais clara do
gue o segundo, dado que o seu valor de L* é mais elevado. Ao comparar com a amostra
Alg, e tal como ja seria expectavel, o provete Alg@am_i3 € o0 que apresenta maior
diferenca de cor relativamente a amostra Alg.

Relativamente a solidez a lavagem, a perda de cor € relativamente menor
guando é utilizado o extrato sem ajuste de pH comparativamente ao extrato a pH 2 e
esta tende a aumentar com o aumento do nimero de impregnacoes.

Na Tabela 4.7, s@o apresentadas as coordenadas colorimétricas e fotografias
dos provetes de poliamida tingidos pelo mesmo método (Pol@am il pH2,
Pol@am_i2_pH2, Pol@am_il e Pol@am_i2) e das respetivas amostras resultantes da
lavagem. S&o apresentados os valores de AE relativamente a poliamida e a

percentagem de lixiviagao.

Tabela 4.7 - Substratos téxteis de poliamida tingidos por impregnagdo a temperatura ambiente, antes e apos a

lavagem
Percentagem de .
L* ax b* AE o Fotografia
lixiviagdo (%)
Pol@am_i1_pH2 79,22 2,18 13,02 15,79 - 152l
[#. -
Pol@am_i2_pH2 78,97 2,13 10,30 14,97 -
Pol@am _il 77,49 1,72 13,26 17,35
18,96
Pol@am_il (lavado) 80,47 1,69 11,79 14,06
Pol@am_i2 71,30 0,93 11,04 22,37
21,31
Pol@am_i2 (lavado) 76,69 1,44 12,12 17,61

No caso da malha de poliamida, o método de tingimento por impregna¢édo nao
foi bem-sucedido. Os provetes mantém uma tonalidade clara, embora se verifique uma
diminuicdo do valor de L* relativamente a amostra original. Comparando as
coordenadas de cor destas amostras com as da néo tingida (Pol), verifica-se um
aumento dos valores de a*, o que € indicativo de uma tonalidade mais avermelhada e
de que algumas antocianinas terdo ficado imobilizadas (Tabela 4.7). Uma vez que o
tingimento com o extrato sem ajuste de pH nao foi satisfatério (amostras Pol@am_il e

Pol@am_i2), procedeu-se a uma acidificacdo do extrato. O pH utilizado (pH = 2) ndo
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foi muito diferente do inicial (pH = 3), mas, o facto de haver mais espécies com carga
positiva em solugéo poderia favorecer o processo de tingimento, jA que a poliamida se
encontra desprotonada e com carga negativa. No entanto, verifica-se que esta
acidificagdo ndo favoreceu o processo de tingimento (os valores das coordenadas
colorimétricas das amostras Pol@am _il pH2 e Pol@am_i2_pH2 sao idénticas aos
dos provetes Pol@am_il e Pol@am _i2). Comparando com o provete Pol, a amostra
Pol@am_i2 é a que apresenta maior diferenca de cor relativamente a amostra Pol.

Apesar dos resultados obtidos, testou-se a resisténcia a lavagem em dois casos
(Pol@am_il e Pol@am_i2); porém, este procedimento era dispensavel, dado que,
visualmente, as antocianinas ndo ficaram imobilizadas nos substratos. Mais uma vez, o
aumento do numero de impregnacdes levou a uma percentagem de lixiviagao superior.

As amostras de algodao e de poliamida tingidas por este método nao ficaram
com uma aparéncia homogénea. Para além disso, a malha de algodado tingida
apresentou pouca resisténcia a lavagem e a poliamida quase néo ficou tingida. Por isso,
houve necessidade de recorrer a outro tipo de tingimento, designado de tingimento por
esgotamento.

Na Tabela 4.8 encontram-se apresentados os resultados obtidos para o algodéo
usando o tingimento por esgotamento com extrato a pH 2 e sem ajuste de pH
(Alg@am_pH2 e Alg@am, respetivamente).

Tabela 4.8 - Substratos téxteis de algodao tingidos por esgotamento, antes e apods a lavagem

Percentagem de .
L* ax b* AE o Fotografia
lixiviagcao (%)

Alg@am_pH2 64,53 8,22 4,21 26,23

20,23
Alg@am_pH2 (lavado) 70,24 6,49 8,36 20,92
Alg@am 52,24 15,06 3,52 40,08

21,18
Alg@am (lavado) 59,48 8,81 7,96 31,59

No tingimento por esgotamento, as amostras apresentam uma tonalidade bordé
com coordenadas de cor entre o vermelho e o amarelo (valores de a* e b* positivos). Ao
diminuir o pH do extrato usado no tingimento, o provete tingido Alg@am_pH2 ficou mais
claro do que o tingido com extrato sem ajuste de pH (Alg@am), havendo um aumento
dos valores de L* (Tabela 4.8). Ao comparar com a amostra Alg, o substrato tingido
com extrato sem ajuste de pH é o que apresenta maior diferenca de cor relativamente

a amostra nao tingida.
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Apébs a lavagem, os téxteis adquiriram uma cor mais acastanhada / amarelada
(o que pode ser confirmado pela diminuigdo dos valores de a* e aumento dos valores
de b*) e mais clara (aumento dos valores de L*). As perdas de cor parecem ser
equivalentes independentemente do pH utilizado, no método de esgotamento.

Os substratos de poliamida também foram tingidos por esgotamento usando as
mesmas condi¢des (Pol@am_pH2 e Pol@am, Tabela 4.9).

Tabela 4.9 - Substratos téxteis de poliamida tingidos por esgotamento, antes e apds a lavagem

Percentagem de )
L* ax b* AE o Fotografia
lixiviag&o (%)
Pol@am_pH2 62,09 4,16 4,20 31,30 -
0,27
Pol@am_pH2 (lavado) 62,09 3,81 5,30 31,21 -
Pol@am 52,15 5,56 9,50 41,47 -
3,87
Pol@am (lavado) 53,70 4,80 9,87 39,86 -

As amostras de poliamida tingidas adquiriram cores distintas das do algodéo e
menos avermelhadas (valores de a* mais baixos: para o algodao o valor de a* era
superior a 8,00 e para a poliamida na ordem dos 4,00). Ao contrario do tingimento por
impregnacado, onde os substratos praticamente ndo tingiram, usando o tingimento por
esgotamento, verifica-se que estes adquirem uma cor acastanhada (coordenadas de
cor entre o vermelho e o amarelo, ou seja, valores de a* e b* positivos). Ao diminuir o
pH do extrato usado no tingimento, a amostra Pol@am_pH2 ficou mais clara do que o
provete Pol@am, havendo um aumento dos valores de L* (Tabela 4.9). Comparando
com o substrato Pol, o substrato tingido com extrato sem ajuste de pH é o que apresenta
maior diferenga de cor relativamente ao provete Pol.

Apés a lavagem, as cores mantiveram-se idénticas, verificando-se diferencas
pouco significativas entre os valores das coordenadas L*, a* e b* (Tabela 4.9). As
perdas de cor observadas para ambas as amostras apds a lavagem sdo muito
reduzidas, pelo que a interacéo estabelecida entre as antocianinas e este substrato téxtil
€ uma interacao forte (talvez ligacao covalente), ndo sendo perdida no processo de
lavagem.

De um modo geral, o tingimento por esgotamento revelou-se mais eficaz do que
o tingimento por impregnacgdo, sobretudo usando a malha de poliamida. Para além
disso, observou-se uma maior resisténcia as lavagens do que no tingimento por

impregnacéo. Assim, conclui-se que o uso de uma temperatura mais elevada durante o
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tingimento bem como um maior tempo de exposi¢cao do substrato téxtil ao corante leva
a uma maior imobilizacdo das antocianinas no mesmo.

Também foram testadas outras varidveis no tingimento dos téxteis. Numa
primeira fase, foi testado o uso de mordente, de modo a avaliar se este favorecia ou ndao
a imobilizagdo das antocianinas nos substratos téxteis. A escolha de mordentes
derivados do aluminio, como o sulfato de aluminio e o sulfato de aluminio e potéssio,
prende-se com o facto de estes serem frequentemente usados e considerados dos mais
seguros na aplicacdo de corantes naturais em substratos téxteis [149].

Os provetes de algodao foram tingidos na auséncia (Alg@am) e na presenca de
mordentes, como o sulfato de aluminio e o sulfato de aluminio e potassio (Alg@am_sa
e Alg@am_sap, respetivamente). Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela
4.10.

Tabela 4.10 - Efeito do uso de mordente no tingimento dos substratos téxteis de algodao, antes e apés a lavagem

Percentagem de .
L* a* b* AE L Fotografia
lixiviagéo (%)
Alg@am 52,24 15,06 3,52 40,08 -
21,18
Alg@am (lavado) 59,48 8,81 7,96 31,59 -
Alg@am_sa 51,57 572 7,75 39,81 -
25,24
Alg@am_sa (lavado) 60,01 1,75 -0,65 29,76 -
Alg@am_sap 46,86 11,93 5,72 45,06 -
25,68
Alg@am_sap (lavado) 56,36 3,65 -0,27 33,49 -

Atraveés destes resultados, é possivel observar que os substratos téxteis tingidos
na auséncia e na presenca de mordente adquirem cores bastante distintas. A amostra
Alg@am tem uma cor mais alaranjada (valores de a* e b* positivos) enquanto o provete
Alg@am_sa apresenta uma cor roxa e a amostra Alg@am_sap € cor-de-rosa (valores
de a* positivos e de b* negativos). Os valores de AE obtidos sugerem que o provete
Alg@am_sap é o que apresenta maior diferenca de cor relativamente ao provete Alg
enquanto o que apresenta menor diferenca de cor € a amostra Alg@am_sa.

Quanto a lavagem, houve alguma perda de cor em todas as amostras, 0 que
pode ser comprovado pelas percentagens de lixiviacdo. Verifica-se que a amostra
tingida na auséncia de mordente (Alg@am) foi a que perdeu menos cor e que a perda

de cor foi equivalente independentemente do mordente utilizado.
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O mesmo procedimento foi adotado para a poliamida e os resultados estéo
apresentados na Tabela 4.11 (Pol@am, Pol@am_sa e Pol@am_sap).

Tabela 4.11 - Efeito do uso de mordente no tingimento dos substratos téxteis de poliamida, antes e ap6s a lavagem

Percentagem de .
L* ax b* AE o Fotografia
lixiviacéo (%)
Pol@am 52,15 5,56 9,50 41,47 -
3,87
Pol@am (lavado) 53,70 4,80 9,87 39,86 -
Pol@am_sa 46,18 5,26 -4,81 48,35 -
7,67
Pol@am_sa (lavado) 49,17 3,70 -1,54 44,64 -
Pol@am_sap 42,04 7,57 -8,88 53,64 -
15,28
Pol@am_sap (lavado) 49,01 4,40 -4,48 45,44 -

A amostra Pol@am tem uma cor mais acastanhada (valores de a* e b* positivos)
e 0s provetes Pol@am_sa e Pol@am_sap apresentam uma cor roxa (valores de a*
positivos e de b* negativos). Relativamente a coordenada L*, verifica-se que as
amostras tingidas na presenca de mordente (Pol@am_sa e Pol@am_sap) sdo mais
escuras (valor de L* mais baixo) do que o provete Pol@am. E de salientar que,
visualmente, o provete Pol@am_sa apresenta um aspeto mais homogéneo do que os
restantes (Tabela 4.11). O provete Pol@am_sap é o que apresenta maior diferenca de
cor relativamente ao provete Pol. Relativamente a lavagem, verifica-se que a amostra
Pol@am foi a que perdeu menos cor e o provete Pol@am_sap foi o que perdeu mais.

Analisando os resultados obtidos com o algodao e a poliamida, verifica-se que,
apesar de os substratos téxteis tingidos na presenca de sulfato de aluminio e potassio
apresentarem maior diferenca de cor relativamente aos substratos originais (AE mais
elevado), sdo os substratos téxteis tingidos na presenca de sulfato de aluminio que
possuem um tingimento mais homogéneo. Tal acontece, pois o ido aluminio(lll) forma
facilmente complexos de coordenagdo com as antocianinas [85], j& que estas contém
muitos grupos OH com pares de eletrées livres que podem preencher as orbitais livres
do aluminio(lll). Por sua vez, o aluminio(lll) também pode interagir com os grupos OH
do algoddo e NH da poliamida. Assim, ao interagir simultaneamente com as
antocianinas e o com o substrato téxtil, o ido aluminio(lll) contribui para o aumento da
afinidade entre ambos. No caso do sulfato de aluminio e potassio, o i&o potassio pode
estabelecer algumas interagcBes com o substrato téxtil e, nessas zonas, as interacfes

entre as antocianinas e o substrato téxtil bem como entre o aluminio complexado com
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as antocianinas e o substrato téxtil ndo séo tao favorecidas, levando a criacdo de zonas
onde o tingimento ndo é tdo homogéneo.

Por isso, foram testadas outras variaveis na presenca do mordente sulfato de
aluminio, nomeadamente o efeito do pH (2, 3 (sem ajuste de pH), 6, 8, 10 e 12). Na
Tabela 4.12 é possivel observar as caracteristicas dos provetes de algodao resultantes
dos tingimentos a diferentes valores de pH (Alg@am_pH2 sa, Alg@am_sa,
Alg@am_pH6_sa, Alg@am_pH8 sa, Alg@am_pH10 _sa e Alg@am_pH12_sa).

Tabela 4.12 - Efeito do pH no tingimento por esgotamento dos substratos téxteis de algoddo, com aplicagéo prévia do

mordente sulfato de aluminio, antes e ap6s a lavagem

Percentagem de .
L* a* b* AE o Fotografia
lixiviagéo (%)

Alg@am_pH2_sa 54,24 4,66 -4,70 36,37 -
24,25

Alg@am_pH2_sa (lavado) | 62,03 2,09 3,53 27,55

YTy

Alg@am_sa 51,57 5,72 7,75 39,81 -
25,24

Alg@am_sa (lavado) 60,01 1,75 -0,65 29,76 -

Alg@am_pH6_sa 43,79 3,60 -4.35 46,43 -
10,46

Alg@am_pH6_sa (lavado) 48,06 1,34 0,08 41,58 -

Alg@am_pH8_sa 43,10 -0,96 -5,48 47,21 -
12,35

Alg@am_pH8_sa (lavado) 48,73 -1,53 -3,67 41,38 -

Alg@am_pH10_sa 54,94 1,59 14,03 36,30 -
19,14

Alg@am_pH10_sa (lavado) | 61,22 1,06 10,83 29,35 -

Alg@am_pH12_sa 65,55 7,64 18,25 29,31 -
21,00

Alg@am_pH12_sa (lavado) | 68,68 5,25 11,87 23,16 -

O tingimento usando diferentes valores de pH permite obter substratos téxteis
com cores bastantes distintas. Enquanto a pHs mais &cidos (2, 3 e 6) as amostras
Alg@am_pH2_sa, Alg@am_sa e Alg@am_pH6_sa possuem cores mais arroxeadas
(valores de a* positivos e de b* negativos), a pHs mais basicos, foram obtidas outras
cores: usando extrato a pH 8, a amostra Alg@am_pH8_sa ficou azul (valores de a* e
b* negativos); usando extrato a pH 10 e a pH 12, os provetes Alg@am_pH10_sa e
Alg@am_pH12 sa adquiriram uma tonalidade mais amarelada (visualmente, até mais
esverdeada no caso da amostra Alg@am_pH10_sa), tendo-se observado um aumento

do valor de a* e uma subida mais acentuada do valor de b*, relativamente a amostra



64

FCUP

Absorcéo, estabilidade e bioatividade de novos derivados antocianicos para aplica¢éo nas industrias
cosmética e téxtil

Alg@am_pH8_sa. Relativamente ao valor de L*, ndo existe uma correlagéo direta entre
0 aumento do pH usado no tingimento e 0 aumento do valor de L*. No entanto, verifica-
se que as amostras Alg@am_pH2 sa e Alg@am_sa apresentam valores de L*
intermédios (entre 50,00 e 55,00), os provetes Alg@am_pH6_sa e Alg@am_pH8_sa
apresentam valores de L* mais baixos (entre 40,00 e 45,00) e, por ultimo, as amostras
Alg@am_pH10 sa e Alg@am_pH12 sa possuem uma tonalidade mais clara com
valores de L* proximos de 55,00 e 65,00, respetivamente (Tabela 4.12). Comparando
estes provetes com a amostra Alg, verifica-se que os valores de AE das amostras
tingidas com extrato a pH inferior ou igual a 8 tendem a aumentar, a medida que o pH
da solugéo de tingimento aumenta. Para valores de pH superiores a 8 (pH 10 e pH 12),
observa-se uma diminui¢céo dos valores de AE. A amostra Alg@am_pH8_sa é a que
apresenta maior diferenca de cor relativamente ao Alg.

Relativamente a lavagem, verifica-se uma maior resisténcia a lavagem a valores
de pH mais elevados (6, 8, 10 e 12), dado que, nestas situacdes, apesar da percentagem
de lixiviacdo ser crescente com o aumento de pH, os valores sdo inferiores aos das
amostras onde foi utilizado um pH mais acido (2 e 3).

O mesmo ensaio foi realizado para a poliamida (Pol@am_pH2 sa,
Pol@am_sa, Pol@am_pH6 sa, Pol@am_pH8 sa, Pol@am pH10 sa e
Pol@am_pH12_sa, Tabela 4.13).
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Tabela 4.13 - Efeito do pH no tingimento por esgotamento dos substratos téxteis de poliamida, com aplicagdo prévia do

mordente sulfato de aluminio, antes e apds a lavagem

Percentagem de .
L* ax b* AE L Fotografia
lixiviagdo (%)
Pol@am_pH2_sa 52,37 4,07 2,44 41,03 -
15,87
Pol@am_pH2_sa (lavado) | 58,66 2,94 5,33 34,52 -
Pol@am_sa 46,18 5,26 4,81 48,35 -
7,67
Pol@am_sa (lavado) 49,17 3,70 -1,54 44,64 -
Pol@am_pH6_sa 44,44 1,84 1,38 48,78 -
7,41
Pol@am_pH6_sa (lavado) | 48,11 2,11 1,08 4517 -
Pol@am_pH8_sa 44,45 -3,75 -4,27 49,70 -
7,77
Pol@am_pH8_sa (lavado) 48,11 -3,14 -3,07 45,84 -
Pol@am_pH10_sa 66,28 -3,00 4,43 26,88 -
21,02
Pol@am_pH10_sa (lavado) | 72,08 -2,59 2,91 21,23 -
Pol@am_pH12_sa 82,54 3,85 10,44 12,24 -
84,65
Pol@am_pH12_sa (lavado) 92,11 0,16 4,27 1,88

No caso do tingimento da poliamida, as amostras ficaram menos homogéneas
do que as de algodao. Observa-se uma cor mais acastanhada a pH 2 eroxa a pH 3. A
pH 6, verificou-se que as amostras ficaram muito pouco uniformes. A pHs mais basicos,
foram obtidas outras cores: a pH 8, os provetes ficaram azuis, a pH 10, adquiriram uma
cor mais esverdeada e a pH 12, mais amarelada. Estas observacdes estdo
concordantes com os valores obtidos para as coordenadas L*, a* e b* (Tabela 4.13).
Relativamente aos valores de AE, verificam-se as mesmas tendéncias obtidas para o
algodao: os valores de AE das amostras tingidas com extrato a pH inferior ou igual a 8
tendem a aumentar com o aumento do pH da solug&o de tingimento. Para pH 10 e 12,
observa-se uma diminuicdo dos valores de AE. Assim, o téxtil tingido usando extrato a

pH 8 é o que apresenta maior diferenca de cor relativamente ao provete Pol.

Quanto a lavagem, observa-se que o0s provetes Pol@am_pH2_sa,
Pol@am_pH10_sa e Pol@am_pH12_sa apresentam menor resisténcia a lavagem,
sendo que para a amostra Pol@am_pH12 sa se verifica uma perda de cor muito
elevada com a lavagem. Por outro lado, as amostras Pol@am_sa, Pol@am_pH6 _sae

Pol@am_pH8_sa apresentam uma maior resisténcia a lavagem, pelo que estes valores
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de pH favorecem as intera¢des entre a poliamida e as antocianinas complexadas com
o aluminio.

Os resultados obtidos usando diferentes valores de pH estdo de acordo com o
equilibrio entre as diferentes formas estruturais das antocianinas a diferentes pHs. Tal
como ja foi referido na introducdo deste trabalho (seccdo 1.1.1.1.a)), a pH 2, as
antocianinas apresentam uma cor mais avermelhada, uma vez que a espécie
predominante em solucéo é o catido flavilio. A pH mais elevado, o catido deixa de ser a
forma predominante em solucdo, dando origem a outras estruturas. A sua
desprotonagéo origina a base quinoidal que confere uma cor mais azulada a solugéo, o
que poderd explicar a tonalidade mais azulada dos substratos téxteis tingidos a pH 8.
Por outro lado, a solucdo também pode ficar incolor ou com uma tonalidade amarelada,
devido ao surgimento da pseudobase carbinol e da chalcona que se formam por
hidratacédo do catido flavilio. Este fendbmeno pode explicar as cores obtidas usando o
extrato a pH 10 e 12 [23]. Independentemente do substrato téxtil utilizado, verificam-se
as mesmas tendéncias com as variagbes de pH da solugéo de tingimento. A maior
resisténcia a lavagem a valores de pH mais elevados (pH entre 6 e 8) pode ser explicada
pelo facto da presenca do aluminio (com carga positiva) estabilizar as antocianinas
(carregadas negativamente a estes valores de pH). Como o substrato téxtil também tem
carga negativa, a imobilizacdo do aluminio complexado com as antocianinas vai ser
facilitada, havendo menor perda de cor com as lavagens.

Para além do pH, foi também testado o efeito da temperatura com o extrato a pH
8. Em vez da temperatura de 90 °C utilizada nos tingimentos anteriores, foi utilizada uma
temperatura de 60 °C, de modo a compreender se 0 uso de uma temperatura mais baixa
favorecia ou néo a fixagdo do corante nos substratos téxteis. Os resultados obtidos para
0 algoddo e para a poliamida (Alg@am_T60_pH8 sa e Pol@am_T60 pH8_sa)

encontram-se na Tabela 4.14.

Tabela 4.14 - Efeito da temperatura no tingimento por esgotamento dos substratos téxteis de algoddo e poliamida, com
aplicacéo prévia do mordente sulfato de aluminio, antes e apds a lavagem

Percentagem de .
L* a* b* AE o Fotografia
lixiviac&o (%)
Alg@am_T60_pH8_sa 50,12 5,32 1,60 39,83 -
1,21
Alg@am_T60_pH8_sa (lavado) | 50,53 -4,94 2,05 39,35 -
Pol @am_T60_pH8_sa 49,66 5,25 4,76 44,87 -
19,15
Pol@am_T60_pH8_sa (lavado) | 57,53 -4,61 -0,58 36,28 -
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Ao utilizar uma temperatura mais baixa (60 °C) durante o tingimento, as amostras
de algodao Alg@am_T60_pH8_sa e de poliamida Pol@am_T60_ pH8 sa adquiriram
uma cor mais esverdeada (no caso do algodao, verifica-se uma diminuicdo do valor de
a* na ordem dos 4,37, um aumento do valor de b* na ordem dos 7,08 e um aumento do
valor de L* de 7,02 relativamente & amostra Alg@am_pH8_sa e no caso da poliamida,
observa-se uma diminui¢do de a* de 1,50, uma diminuicdo de b* na ordem de 0,49 e
um aumento de L* de 5,21 relativamente ao provete Pol@am_pH8 sa). Visualmente,
os provetes tingidos a 60 °C ficaram pouco homogéneos. Os valores de AE obtidos para
0s provetes tingidos a 60 °C (Alg@am_T60_pH8 sa e Pol@am_T60_pH8_ sa) séo
inferiores aos dos provetes tingidos a 90 °C (Alg@am_pH8_sa e Pol@am_pH8_sa).

Relativamente a lavagem, verifica-se que a percentagem de lixiviagdo da
amostra tingida a 60°C é inferior a da amostra Alg@am_pH8 sa e, no caso da
poliamida, o valor é superior ao da amostra Pol@am_pH8_sa. Atendendo apenas a
estes valores, poderiamos concluir que o tingimento a 60 °C é mais eficaz para o
algoddo e a 90 °C é mais eficaz para a poliamida. No entanto, dado que as amostras
tingidas a 60 °C ficaram menos homogéneas e apresentaram menor diferenca de cor
relativamente aos provetes néo tingidos, admitiu-se que a utilizacdo de uma temperatura
de 90 °C se revelou mais eficaz para a imobilizacdo das antocianinas nos téxteis.

Um outro aspeto importante a testar foi o efeito da concentracdo de mordente.
Para isso, procedeu-se a um ensaio usando o dobro da concentragdo de mordente e a
malha de algoddo com extrato sem ajuste de pH e a pH 8 (Alg@am_sa(2x) e
Alg@am_pH8 sa(2x), Tabela 4.15).

Tabela 4.15 - Efeito da concentragdo de mordente no tingimento por esgotamento dos substratos téxteis de algodao,

com aplicacéo prévia do mordente sulfato de aluminio, antes e apés a lavagem

Percentagem de .
L* a* b* AE o Fotografia
lixiviag&o (%)
Alg@am_sa(2x) 51,51 8,68 -6,01 39,95 -
36,34
Alg@am_sa(2x) (lavado) 60,25 2,45 0,89 29,42 -
Alg@am_pH8_sa(2x) 52,52 3,76 13,26 38,53 -
8,59
Alg@am_pH8_sa(2x) (lavado) 55,59 3,30 12,03 35,22 \ e

Com o extrato sem ajuste de pH, ndo houve grande diferenga entre os téxteis
tingidos com uma concentracao de mordente igual a 0,5 mg/mL (Alg@am_sa) e a 1,0

mg/mL (Alg@am_sa(2x)), observando-se apenas um ligeiro aumento dos valores de a*
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e de b*. A pH 8, o aumento da concentracdo de mordente levou a que a amostra
Alg@am_pH8 sa(2x) adquirisse uma cor mais clara do que a obtida com a
concentracdo normal de mordente Alg@am_pH8_sa (valor de L* mais elevado). Para
pH 8, verifica-se ainda uma mudanca de cor de azul para uma tonalidade mais
amarelada (aumento do valor de a* e de b*), quando a concentracdo de mordente
aumenta para o dobro, uma vez que o excesso de mordente podera deslocar o equilibrio
no sentido da formagéo de chalconas, que possuem uma tonalidade mais amarelada.
Como o valor de AE da amostra Alg@am_sa(2x) € semelhante ao da amostra
Alg@am_sa e o do provete Alg@am_pH8 sa(2x) € menor do que o do provete
Alg@am_pH8_sa, entdo o aumento da concentracdo de mordente para o dobro ndo
parece favorecer o processo de tingimento.

Quanto a lavagem, observa-se que quando € usada uma concentracdo de
mordente superior (1,0 mg/mL), a percentagem de lixiviagdo da amostra tingida com
extrato sem ajuste de pH (Alg@am_sa(2x)) € superior a da amostra Alg@am_sa. No
entanto, a pH 8 verifica-se o contrario, embora a diferenga ndo seja significativa. Assim,
atendendo as percentagens de lixiviagcao, verifica-se que o aumento da concentracao
de mordente nao favorece o tingimento.

Para a poliamida, foi realizado o mesmo tipo de ensaios (Pol@am_sa(2x) e

Pol@am_pH8_sa(2x)). Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 4.16.

Tabela 4.16 - Efeito da concentragdo de mordente no tingimento por esgotamento dos substratos téxteis de poliamida,

com aplicacéo prévia do mordente sulfato de aluminio, antes e apés a lavagem

Percentagem de )
L* ax b* AE o Fotografia
lixiviagcéo (%)
Pol@am_sa(2x) 45,50 6,71 -6,36 49,56 -
-4,38
Pol@am_sa(2x) (lavado) 42,55 5,49 -3,96 51,73 -
Pol@am_pH8_sa(2x) 57,74 -1,91 4,86 35,30 -
-0,80
Pol@am_pH8_sa(2x) (lavado) | 57,48 1,73 4,23 35,59 -

O tingimento da malha de poliamida levou a resultados com tendéncias
semelhantes as obtidas para o algoddo. Comparando os valores de AE com as amostras
tingidas com mordente a uma concentracao de 0,5 mg/mL, observa-se que o valor da
amostra Pol@am_sa(2x) € semelhante ao da amostra Pol@am_sa e o do provete

Pol@am_pH8_sa(2x) é inferior ao do provete Pol@am_pH8_sa, pelo que o aumento
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da concentracdo de mordente para o dobro ndo parece favorecer o tingimento e torna
0s provetes menos homogéneos.

As percentagens de lixiviagdo obtidas para a poliamida tingida com o dobro de
concentracdo de mordente s&o negativas, pelo que os provetes lavados néo
apresentaram perda de cor relativamente as amostras ndo lavadas.

Analisando os resultados colorimétricos para ambos os substratos, verifica-se
que o aumento da concentracdo de mordente para o dobro ndo favorece
significativamente a imobilizagdo das antocianinas nos téxteis. Por isso, estabelecendo
um compromisso entre o gasto de recursos e a eficiéncia do tingimento, decidiu-se que
uma concentracao de mordente igual a 0,5 mg/mL serd eficaz.

Em todos os casos observados anteriormente, 0 mordente foi aplicado antes do
tingimento das amostras com o extrato. De modo a compreender se 0 mordente estaria
a ser utilizado na melhor altura do processo de tingimento, foi realizado um teste onde
o mordente sulfato de aluminio e o extrato de antocianinas foram aplicados
simultaneamente (abordagem in situ), usando uma temperatura de 90°C e extrato sem

ajuste de pH e a pH 8 (Alg@am_sa_situ e Alg@am_pH8_sa_situ, Tabela 4.17).

Tabela 4.17 - Efeito da abordagem in situ no tingimento por esgotamento dos substratos téxteis de algodéo, na
presenca do mordente sulfato de aluminio, antes e ap6s a lavagem

Percentagem de )
L* ax b* AE o Fotografia
lixiviagéo (%)
Alg@am_sa_situ 50,45 6,47 -4,37 40,23 -
22,06
Alg@am_sa_situ (lavado) 58,19 -0,76 -1,82 31,25 -
Alg@am_pH8_sa_situ 44,99 -2,49 0,15 44,71 -
15,94
Alg@am_pH8_sa_situ (lavado) | 49,83 276 0,29 39,90 -

Os provetes de algoddo adquiriram uma cor arroxeada sem ajuste de pH
(Alg@am_sa_situ) e esverdeada a pH 8 (Alg@am pH8_sa_situ), verificando-se um
aumento do valor de b* quando comparados com os provetes Alg@am_sa e Alg@am
pH8_sa. A amostra Alg@am_pH8_sa_situ é a que possui maior diferenca de cor
guando comparada com o substrato ndo tingido. Os valores de AE sao préximos dos
das amostras tingidas com a aplicacdo prévia de mordente (Alg@am_sa e
Alg@am_pH8 sa).

No caso dos provetes lavados, observa-se que as percentagens de lixiviagdo

usando este método sdo proximas dos valores obtidos para os substratos onde se
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procedeu a aplicagéo prévia do mordente (Alg@am_sa e Alg@am_pH8_sa). Dado que
0s provetes tingidos por esta abordagem ficaram menos homogéneos, a abordagem in
situ mostrou ndo ser muito eficaz.

Estas condigbes também foram testadas para os substratos téxteis de poliamida
(Pol@am_sa_situ e Pol@am_pH8_sa_situ, Tabela 4.18).

Tabela 4.18 - Efeito da abordagem in situ no tingimento por esgotamento dos substratos téxteis de poliamida, na

presenca do mordente sulfato de aluminio, antes e apos a lavagem

Percentagem de )
L* ax b* AE o Fotografia
lixiviagéo (%)
Pol@am_sa_situ 51,47 4,11 -0,63 42,27 -
15,94
Pol@am_sa_situ (lavado) 57,54 1,23 4,40 35,54 -
Pol@am_pH8_sa_situ 45,32 -5,91 5,10 48,00 -
4,92
Pol@am_pH8_sa_situ (lavado) | 47,65 5,43 4,65 45,64 -

Quanto ao tingimento in situ dos substratos de poliamida, verificaram-se
tendéncias semelhantes as dos provetes de algoddo. A amostra tingida com extrato a
pH 8, usando a abordagem in situ (Pol@am_pH8_sa_situ) € a que possui maior
diferenca de cor quando comparada com o substrato original ndo tingido. Os valores de
AE sédo proximos dos das amostras tingidas com a aplicac@o prévia de mordente.

Avaliando os efeitos da lavagem, verifica-se que, usando extrato sem ajuste de
pH e a abordagem “in situ”, a percentagem de lixiviagdo da amostra Pol@am_sa_situ
€ superior a da amostra Pol@am_sa; no entanto, observa-se o oposto a pH 8
(Pol@am_pH8_sa). Assim, atendendo as percentagens de lixiviagdo, verifica-se que o
aumento da concentracdo de mordente ndo favorece o tingimento com extrato sem
ajuste de pH. A pH 8, embora se tenha verificado uma percentagem de lixiviag&o inferior,
0s provetes ficaram pouco homogéneos.

Esta abordagem in situ revela-se uma alternativa menos promissora do que o
uso prévio de mordente, uma vez que as amostras de algod&o e de poliamida ficaram
pouco uniformes. Isto pode ser justificado pelo facto de o aluminio complexar com as
antocianinas em solucdo e fazer com que estas precipitem em vez de ficarem
imobilizadas no téxtil. De facto, durante o processo de tingimento, observou-se a
formacgao de algum precipitado no banho.

Um outro efeito avaliado foi a concentracdo de antocianinas. Neste caso, ambos

0s substratos téxteis foram tingidos por esgotamento e o sulfato de aluminio foi usado
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previamente como mordente. Os tingimentos foram realizados a 90 °C e foi usado
extrato sem ajuste de pH e a pH 8 com o dobro da concentracéo (2,0 mg/mL). Os
resultados obtidos para o algoddo (Alg@am(2x)_sa e Alg@am(2x) pH8 sa)
encontram-se apresentados na Tabela 4.19.

Tabela 4.19 - Efeito da concentragdo de extrato no tingimento por esgotamento dos substratos téxteis de algodao, com

aplicacéo prévia do mordente sulfato de aluminio, antes e apds a lavagem

Percentagem de

L* ax b* AE o Fotografia
lixiviag&o (%)
Alg@am(2x)_sa 40,49 20,93 -4,95 53,77 -
27,99
Alg@am(2x)_sa (lavado) 51,69 7,23 -1,55 38,72 -
Alg@am(2x)_pH8_sa 44,87 1,65 5,80 44,75 -
11,87
Alg@am(2x)_pH8_sa (lavado) 50,14 0,85 5,13 39,44 -

A partir da Tabela 4.19 é possivel verificar que as amostras de algodao tingidas
com uma concentracdo de extrato de 2,0 mg/mL (Alg@am(2x)_sa e
Alg@am(2x)_pH8_sa) adquiriram uma cor mais avermelhada sem ajuste de pH (valor
de a* maior) e mais amarelada a pH 8 (valor de b* maior) do que as amostras tingidas
com a concentracdo de 1,0 mg/mL (Alg@am_sa e Alg@am_pH8_sa). Relativamente
ao valor de L*, a amostra Alg@am(2x)_sa apresenta um valor mais baixo do que o
provete Alg@am_sa, pelo que é mais escura. No entanto, a pH 8 ndo ha grande
diferenca entre as amostras Alg@am(2x)_pH8_sa e Alg@am_pH8_sa. A amostra
tingida com extrato com o dobro da concentragéo e sem ajuste de pH (Alg@am(2x)_sa)
€ a que possui maior diferenca de cor quando comparada com o substrato original nao
tingido. Contrariamente aos resultados verificados nos outros testes, o valor de AE da
amostra Alg@am(2x)_sa € superior ao da amostra Alg@am_sa verificando-se uma
tendéncia oposta para o provete Alg@am_pHS8_sa.

No que diz respeito a lavagem, verificou-se alguma perda de cor, havendo maior
perda de cor no provete tingido com extrato sem ajuste de pH, Alg@am(2x)_sa. As
percentagens de lixiviagdo usando o dobro da concentracdo de extrato sdo proximas
dos valores obtidos para os provetes Alg@am_sa e Alg@am_pH8 sa, pelo que a
perda de cor com a lavagem néo parece depender da concentracdo de extrato para o
intervalo de concentracfes estudado.

As mesmas condi¢cdes foram utilizadas para tingir a malha de poliamida
(Pol@am(2x)_sa e Pol@am(2x) pH8 sa, Tabela 4.20).
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Tabela 4.20 - Efeito da concentrag&o de extrato no tingimento por esgotamento dos substratos téxteis de poliamida,

com aplicagdo prévia do mordente sulfato de aluminio, antes e apés a lavagem

Percentagem de )
L* ax b* AE L Fotografia
lixiviag&o (%)
Pol@am(2x)_sa 39,21 10,79 -1,50 55,44 -
16,89
Pol@am(2x)_sa (lavado) 47,43 5,85 3,39 46,07 -
Pol@am(2x)_pH8_sa 45,36 -1,95 -1,84 48,28 -
5,90
Pol@am(2x)_pH8_sa (lavado) | 48,41 -1,82 -2,75 45,43 -

Quanto a poliamida, o0 aumento da concentragdo de antocianinas para o dobro
favoreceu o tingimento quando foi usado o extrato sem ajuste de pH (Pol@am(2x)_sa)
(o valor de a* aumenta aproximadamente 5,53, o valor de b* também aumenta 3,31 e
o valor de L* diminui 6,97, pelo que o provete ficou com uma tonalidade mais escura
comparativamente ao da amostra Pol@am_sa). A utilizacdo do extrato a pH 8 nédo
parece ter favorecido muito o tingimento, jA que as coordenadas de cor da amostra
Pol@am(2x)_pH8_sa sdo semelhantes as do provete Pol@am_pH8_sa. A amostra
Pol@am(2x)_sa é a que apresenta maior diferenca de cor quando comparada com
todas as amostras de poliamida tingidas com extrato de amora (cujos valores variam
entre 12,24 a 55,44).

No que diz respeito a lavagem, verifica-se que, para os tingimentos com extrato
sem ajuste de pH, a amostra Pol@am(2x)_sa apresenta maior perda de cor com a
lavagem do que o provete Pol@am_sa. Quanto o extrato se encontra a pH 8, observa-
se um efeito contrario. Deste modo, o aumento da concentragdo para o dobro néo
parece favorecer o tingimento dos substratos de poliamida, quando é usado extrato sem
ajuste de pH.

De um modo geral, verifica-se que usar o dobro da concentracéo de antocianinas
leva a que as cores dos provetes figuem mais fortes do que as iniciais, mas ndo aumenta
muito a resisténcia a lavagem. Por isso, fazendo um balanco entre o gasto de recursos
e a eficiéncia do tingimento, comprovou-se que uma concentracdo de extrato de
antocianinas de amora igual a 1,0 mg/mL parece ser eficaz para tingir os substratos
téxteis na presenca de mordente (principalmente no caso da poliamida).

Por ultimo, foi avaliada a necessidade de ativacao da malha de algodéo, tendo-
se procedido ao tingimento de téxteis ndo ativados a uma temperatura de 90 °C e com
extrato sem ajuste de pH (a uma concentragéo de 1,0 mg/mL e de 2,0 mg/mL) e a pH 8

(a uma concentracédo de 1,0 mg/mL). O sulfato de aluminio e o sulfato de aluminio e
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potassio foram utilizados previamente como mordentes (Alg_na@am_sa,
Alg_na@am_pH8_sa, Alg_na@am(2x)_sa e Alg_na@am_sap, Tabela 4.21).

Tabela 4.21 - Efeito da ativag@o dos substratos téxteis de algod&o no tingimento por esgotamento, com aplicacéo

prévia dos mordentes sulfato de aluminio e sulfato de aluminio e potassio, antes e apds a lavagem

Percentagem de .
L* ar b* AE L Fotografia
lixiviagdo (%)
Alg_na@am_sa 47,96 16,28 6,22 45,46 -
28,74
Alg_na@am_sa (lavado) 57,93 5,68 -1,82 32,40 -
Alg_na@am_pH8_sa 57,19 077 0,37 32,44 -
22,91
Alg_na@am_pH8_sa (lavado) 64,61 0,86 0,91 25,00 !
Alg_na@am(2x)_sa 39,80 22,13 7,20 55,25 -
32,43
Alg_na@am(2x)_sa (lavado) | 53,67 7,95 -4,07 37,33 -
Alg_na@am_sap 43,90 17,54 -7,89 49,96 -
33,23
Alg_na@am_sap (lavado) 57,52 7,03 -3,61 33,36 -

Através dos resultados obtidos, verifica-se que a ativacéo dos substratos téxteis
nao parece ser um aspeto muito importante para a malha de algodao, dado que mesmo
sem ativacao as amostras tingidas ficaram homogéneas. Usando o sulfato de aluminio
sem ajuste de pH, o provete nao ativado (Alg_na@am_sa) ficou rosa em vez de roxo
(a cor observada no provete ativado, Alg@am_sa), verificando-se um aumento de 10,56
no valor de a* e variagfes reduzidas no valor de b* e L*. No que diz respeito a utilizagdo
do pH 8, a cor obtida foi muito distinta da do téxtil ativado, uma vez que, neste caso, 0
provete Alg_na@am_pHS8_sa ficou mais amarelado e mais claro (aumento do valor de
b* em 5,85 e aumento do valor de L* em 14,09) relativamente a amostra Alg
@am_pH8_sa, que tinha uma tonalidade azul. As cores observadas quando foi usado
o0 dobro da concentragdo de extrato e o sulfato de aluminio como mordente foram
idénticas nos substratos Alg_na@am(2x)_sa e Alg @am(2x)_sa (coordenadas de cor
semelhantes). No caso em que foi utilizado sulfato de aluminio e potdssio como
mordente, verificou-se que a cor do provete ndo ativado (Alg_na@am_sap) ficou mais
avermelhada do que da amostra Alg@am_sap (aumento de a* em 5,61); no entanto,
as restantes coordenadas de cor sdo semelhantes. Neste caso, a amostra
Alg_na@am(2x)_sa é a que apresenta maior diferenca de cor quando comparada com
o0 substrato original ndo tingido e conclui-se que para os substratos téxteis tingidos com

extrato sem ajuste de pH, a ndo ativacdo parece favorecer o tingimento, ja que os
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valores de AE séo superiores para 0s substratos ndo ativados. A pH 8, verifica-se o
oposto, pelo que a ativagéo parece ser crucial para tingimentos a pH mais elevados,
usando o extrato de antocianinas de amora.

Relativamente a lavagem, verifica-se que as percentagens de lixiviagcdo dos
provetes ndo ativados séo superiores aos das amostras ativadas, pelo que a ativagédo
do substrato de algodao parece ser importante para aumentar a resisténcia a lavagem.

O mesmo estudo também foi realizado para a poliamida (Pol_na@am_sa,
Pol_na@am_pH8_sa, Pol _na@am(2x)_sa e Pol_na@am_sap, Tabela 4.22).

Tabela 4.22 - Efeito da ativagéo dos substratos téxteis de poliamida no tingimento por esgotamento, com aplicagdo
prévia dos mordentes sulfato de aluminio e sulfato de aluminio e potassio, antes e apés a lavagem

Percentagem de .
L* ax b* AE o Fotografia
lixiviag&o (%)
Pol_na@am_sa 48,13 6,79 0,25 45,86 -
12,45
Pol_na@am_sa (lavado) 53,14 4,23 5,09 40,15 -
Pol_na@am_pHS_sa 56,53 -1,28 -1,35 37,18 -
9,77
Pol_na@am_pH8_sa (lavado) | 59,97 0,71 0,00 33,55 -
Pol_na@am(2x)_sa 41,34 10,72 4,02 52,59 -
18,79
Pol_na@am(2x)_sa (lavado) 50,53 5,48 8,15 42,96 -
Pol_na@am_sap 47,05 6,63 -0,93 46,99 -
20,25
Pol_na@am_sap (lavado) 56,00 4,03 1,95 37,47 -

No caso da poliamida, observou-se que, usando o sulfato de aluminio, sem
ajuste de pH, com a concentracdo de extrato igual a 1,0 mg/mL (Pol_na@am_sa) e a
2,0 mg/mL (Pol_na@am(2x)_sa), os substratos téxteis ndo ativados ficaram mais
amarelados (aumento do valor de b* na ordem de 4,56 para o primeiro e de 5,52 para o
segundo, quando comparado com as amostras ativadas). No que diz respeito a
utilizacdo do pH 8, observou-se um comportamento idéntico ao da malha de algodéo (o
provete Pol_na@am_pH8_sa ficou mais avermelhado, mais amarelado e mais claro, o
gue pode ser comprovado pelo aumento de a*, de b* e de L* relativamente & amostra
Pol@am_pH8_sa que tinha uma tonalidade azul). Quando foi usado o sulfato de
aluminio e potassio como mordente (Pol_na@am_sap), a amostra ficou mais amarela
(aumento de b* em 7,95) e mais clara (aumento de L* em 5,00). Em todas as situacdes,
0s provetes de poliamida ficaram com um aspeto muito pouco uniforme, o que dificulta

a avaliacdo das suas caracteristicas. O substrato Pol_na@am(2x)_sa é o que
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apresenta maior diferenca de cor quando comparado com o original; mesmo assim, esse
valor é inferior ao do téxtil ativado. Neste caso, a ndo ativagdo dos substratos téxteis
parece nao favorecer o tingimento, j& que os valores de AE séo inferiores para 0s
substratos néo ativados.

No que diz respeito as amostras lavadas, as percentagens de lixiviagdo dos
provetes ndo ativados sdo superiores aos das amostras ativadas, pelo que se verifica
maior perda de cor durante a lavagem do que nos substratos ativados.

Atraveés dos resultados obtidos, verifica-se que a ativacao dos téxteis ndo parece
ser fundamental para o algoddo. No entanto, é crucial para que a poliamida fique tingida
de um modo homogéneo. Todo este conjunto de resultados sugere que o extrato de
antocianinas de amora pode ser usado com sucesso para o tingimento dos substratos
téxteis, apresentando maior eficacia no caso da malha de algodéo. Assim, as condigbes
Otimas para o algodao correspondem ao substrato ndo ativado, com ou sem aplicacao
prévia de mordente a uma concentracao de 0,5 mg/mL, 0 uso de extrato sem ajuste de
pH (pH acido), a uma concentracdo de 1,0 ou 2,0 mg/mL e uma temperatura de 90 °C.

Por esse motivo, foram preparados 4 substratos téxteis distintos, nas condi¢cdes
otimizadas, com os cdédigos: Alg_na@am(2x), Alg_na@am(4x), Alg_na@am(2x)_sa
e Alg_na@am(4x)_sa para serem testadas as suas propriedades biol6gicas (Tabela
4.23).

Tabela 4.23 - Substratos téxteis de algodao testados nos ensaios bioldgicos tingidos pelo método de esgotamento, na

auséncia e na presenca prévia do mordente sulfato de aluminio, antes e apds a lavagem

Percentagem de .
L* a* b* AE o Fotografia
lixiviagc&o (%)
Alg_na@am(2x) 43,51 23,04 -4,34 51,83 -
25,72
Alg_na@am(2x) (lavado) 52,30 8,81 -2,03 38,50 -
Alg_na@am(2x)_sa 39,80 22,13 7,20 55,25 -
32,43
Alg_na@am(2x)_sa (lavado) | 53,67 7,95 -4,07 37,33 -
Alg_na@am(4x) 26,92 29,44 6,42 69,11 -
23,01
Alg_na@am(4x) (lavado) 38,69 15,76 -0,19 53,21 -
Alg_na@am(4x)_sa 23,35 25,27 4,97 70,73 -
29,15
Alg_na@am(4x)_sa (lavado) 41,32 13,17 -1,85 50,11
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Os resultados obtidos encontram-se de acordo com o esperado, verificando-se
gue os substratos téxteis tingidos com extrato de antocianinas a uma concentracao de
4,0 mg/mL (Alg_na@am(4x) e Alg_na@am(4x)_sa) sdo mais avermelhados (valores
de a* mais elevados em 6,40 e 3,14 unidades, respetivamente), mais amarelados
(valores de b* mais elevados em 10,76 e 12,17, respetivamente) e mais escuros (valores
de L* mais baixos em cerca de 16,50) do que os téxteis tingidos na presenca de extrato
a uma concentracdo de 2,0 mg/mL (Alg_na@am(2x) e Alg_na@am(2x)_sa). Esta
situacgao verifica-se para os substratos tingidos na auséncia e na presenca de mordente.
Na presenca de mordente, verifica-se que 0s substratos sdo menos avermelhados
(Alg_na@am(2x)_sa e Alg_na@am(4x)_sa) (valores de a* mais baixos, 0,91 e 4,17,
respetivamente), mais azulados (valores de b* mais baixos, 2,86 e 1,46, respetivamente)
e mais escuros (valores de L* mais baixos, 3,72 e 3,57, respetivamente) do que na
auséncia de mordente para ambas as concentracdes. Neste caso, a amostra
Alg_na@am(4x)_sa é a que apresenta maior diferenca de cor quando comparada com
a do substrato original. Quando se duplica a concentracdo de extrato de 2,0 para 4,0
mg/mL, a diferenca de cor ndo duplica, embora se verifique um aumento (superior na
auséncia de mordente). Também se verifica que o valor de AE é maior na presenca de
mordente para ambas as concentragdes.

Quanto a lavagem, observa-se que os substratos téxteis tingidos com 4,0 mg/mL

de extrato e na auséncia de mordente apresentam uma maior resisténcia a lavagem.

Para estudar a influéncia do mordente, do pH e verificar a robustez das
antocianinas durante os tingimentos, foram realizadas andlises por HPLC do extrato de
antocianinas de amora antes e depois dos tingimentos bem como do extrato incubado
a 90 °C durante 1 hora. Nas Figs. 4.4 a 4.7, serdo apresentados cromatogramas
representativos de alguns dos tingimentos. E de notar que, por questdes de logistica,
foi apenas realizado tingimento para cada amostra, pelo que os resultados obtidos séo
apenas preliminares, sendo necessario efetuar mais réplicas para os validar.

Na Fig. 4.4 estdo representados os cromatogramas relativos ao tingimento da
amostra Alg@am com o extrato de antocianinas de amora sem ajuste de pH. Através
dos cromatogramas obtidos por HPLC é possivel observar que a concentracdo de
antocianinas no extrato diminuiu cerca de 33% ap0s a incubacgédo a 90°C durante 1 hora,
0 que constitui uma prova de que parte das antocianinas foram degradadas (sofreram
modificacBes estruturais durante este processo) e que aproximadamente 31% ficaram

imobilizadas nos substratos téxteis.
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Fig. 4.4 - Cromatogramas representativos da andlise por HPLC do extrato de antocianinas de amora sem ajuste de pH
antes (preto) e apds o tingimento (rosa) da amostra Alg@am bem como do extrato apés incubagdo a 90 °C durante 1

hora (azul) a A = 520 nm.

Na Fig. 4.5 sé@o apresentados os cromatogramas obtidos relativos ao tingimento
da amostra Alg@am_sa realizado com o extrato de antocianinas sem ajuste de pH e
com aplicacdo prévia de sulfato de aluminio. Estes cromatogramas mostram que a
adicdo de sulfato de aluminio a solugédo de extrato numa propor¢do 1/1 leva a uma
diminui¢cdo da concentracao de antocianinas em cerca de 7%. No HPLC, sdo detetadas
as antocianinas na forma de catido flavilio e dado que o sulfato de aluminio estabiliza
essencialmente as formas quinoidais, o equilibrio desloca-se nesse sentido, diminuindo
a quantidade de antocianinas em solugdo que podem ser detetadas. No entanto, é
importante considerar que na solucdo de tingimento esta proporgéo nédo se verifica, dado
que o mordente é aplicado previamente. Admitindo que a percentagem de antocianinas
degradadas durante o tingimento € semelhante com ou sem uso prévio de mordente
(33%), é possivel inferir que cerca de 38% das antocianinas presentes no extrato

ficaram imobilizadas nos substratos téxteis.
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Fig. 4.5 - Cromatogramas representativos da analise por HPLC do extrato de antocianinas de amora sem ajuste de pH
antes (preto) e apds o tingimento (rosa) da amostra Alg@am_sa bem como do extrato apds incubagédo a 90 °C durante
1 hora (azul) e de uma solugéo aguosa de extrato misturada com sulfato de aluminio (1/1,V/V; castanho) a A = 520 nm.
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Também foram obtidos os cromatogramas associados ao tingimento da amostra
Alg@am_pH8 sa usando o extrato de antocianinas a pH 8 e com aplicacéo prévia de
sulfato de aluminio. (Fig. 4.6). Os cromatogramas obtidos mostram que o aumento do
pH do extrato leva, por si s6, a uma ligeira diminuicdo do conteddo em antocianinas
(devido a uma possivel degradacdo das mesmas). Para além disso, observa-se que
essa diminuicdo € muito mais drastica apds a incubacdo a 90°C durante 1 hora,
comparativamente com a utilizagao de extrato sem ajuste de pH. Tal acontece, uma vez
gue, a pHs alcalinos e a elevadas temperaturas, o equilibrio desloca-se no sentido da
formacdo de outras formas de equilibrio, como bases quinoidais anibnicas,
pseudobases incolores e chalconas, que sdo mais instaveis e tendem a degradar-se
mais facilmente [23]. Se, por um lado, ocorre degradagéo dessas formas, por outro lado,
0 mordente também tera tendéncia a estabiliza-las e, como tal, quando as amostras sdo
acidificadas, estas estruturas ndo sao revertidas para a forma de catido flavilio. No
entanto, é importante considerar que na solu¢cdo de tingimento a quantidade de
mordente é muito reduzida, dado que o mordente é aplicado previamente. Admitindo
que a percentagem de antocianinas degradadas durante o tingimento é cerca de 94%,
é possivel inferir que apenas cerca de 4% das antocianinas presentes no extrato ficaram
imobilizadas nos substratos téxteis.
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Fig. 4.6 - Cromatogramas representativos da andlise por HPLC do extrato de antocianinas de amora a pH 8 antes
(preto) e apo6s o tingimento (rosa) da amostra Alg@am_pH8_sa bem como do extrato a pH 8 apds incubagdo a 90 °C
durante 1 hora (azul) e de uma solucédo aquosa de extrato a pH 8 misturada com sulfato de aluminio (1/1,V/V;

castanho) a A = 520 nm.

Na Fig. 4.7, estdo representados os cromatogramas obtidos relativamente ao
tingimento do provete Alg@am_sap com o extrato de antocianinas sem ajuste de pH e
na presenca prévia do mordente sulfato de aluminio e potassio. Tal como com o sulfato
de aluminio, o sulfato de aluminio e potassio também estabilizou as antocianinas nas

formas quinoidais, levando a uma diminui¢cdo da concentracéo de antocianinas em cerca
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de 0,5%. Admitindo que a percentagem de antocianinas degradadas durante o
tingimento é semelhante com ou sem uso prévio de mordente (33%), € possivel inferir
que cerca de 33% das antocianinas presentes no extrato ficaram imobilizadas nos

substratos téxteis.
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Fig. 4.7 - Cromatogramas representativos da analise por HPLC do extrato de antocianinas de amora sem ajuste de pH
antes (preto) e apos o tingimento (rosa) da amostra Alg@am_sap bem como do extrato ap6s incubagéo a 90 °C
durante 1 hora (azul) e de uma solugéo aquosa de extrato misturada com sulfato de aluminio e potassio (1/1,V/V;

castanho) a A = 520 nm.

Durante o processo de tingimento, podem ocorrer diferentes tipos de interacéo
entre o corante e o substrato téxtil, simultaneamente (por exemplo, através de ligacdes
covalentes, interacdes eletrostaticas, ligacdes de hidrogénio, forcas de VdW e adsorgéo
fisica) [87,150].

O extrato de antocianinas utilizado possuia um pH proximo de 3, pelo que a
espécie predominante em solugéo era o catido flavilio (Qque tem carga positiva) [23]. O
facto de os substratos téxteis terem sido previamente ativados leva a que estes sofram
desprotonacéo, adquirindo uma carga parcial negativa. Deste modo, sdo favorecidas
interagBes eletrostaticas entre as antocianinas e os téxteis. Para além de interacfes
eletrostéticas, podem estabelecer-se interagcdes de hidrogénio entre os grupos OH das
antocianinas e os grupos OH do algod&do ou os grupos NH da poliamida (que néo
sofreram desprotonacao), bem como forcas de VdW ou até mesmo ligacdes covalentes
[85,87]. No caso da poliamida, estas intera¢des de hidrogénio deverdo ser mais fracas,
ja que o nitrogénio € menos eletronegativo do que o oxigénio [151]. Durante a lavagem
dos substratos téxteis, é utilizada agua Millipore, o que leva ao aumento do pH da
solucdo para pH 5,5. Este aumento de pH pode favorecer a desprotonacdo das
antocianinas (com formacao da base quinoidal que confere uma cor violeta ou azul a

solucdo) ou, como se trata de um meio aquoso, pode também ocorrer a hidratacdo do
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catido flavilio, havendo um equilibrio entre a pseudobase carbinol e a chalcona [23].
Estes equilibrios explicam a perda da carga positiva por parte das antocianinas. Por
esse motivo, as antocianinas que nado estabeleceram interacdes fortes com os
substratos téxteis (por exemplo, ligacdes covalentes) passam a ter mais afinidade pela
solugdo aquosa do que pelo substrato e, por isso, sdo perdidas durante a lavagem, o
gue justifica alguma perda de cor com a lavagem tanto no caso do algoddo como da
poliamida [87].

O uso de mordentes favorece a fixa¢éo da cor [5]. Neste caso, os sais metalicos,
como o sulfato de aluminio e o sulfato de aluminio e potassio, foram utilizados como
mordentes. Estes sais formam complexos de coordenacdo com as antocianinas,
melhorando, assim, a afinidade do corante para o substrato téxtil. Como as antocianinas
contém muitos grupos OH com pares de eletrées livres nos &tomos de oxigénio, estes
podem atuar como doadores e preencher as orbitais livres dos iBes metalicos (neste
caso, 0 aluminio) [85]. ApOs a formacgédo do complexo antocianina-metal, estas sofrem
uma desprotonagdo. As antocianinas atuam como ligandos bidentados ao complexar
com metais, sendo que os grupos hidroxilo nas posicbes C3' e C4' sdo 0s mais
importantes para essa complexacdo [26,152]. Por esse motivo, os derivados da
cianidina (que sdo as antocianinas maioritariamente presentes no extrato de amora)
complexam facilmente com metais. Os metais também podem complexar com 0s grupos
OH do algodao e NH da poliamida. Por isso, como o aluminio(lll) tem um nimero de
coordenacgdo igual a 6, 0 mesmo catido pode interagir simultaneamente com as
moléculas de antocianinas e com os substratos téxteis [85].

A pH é&cido (<5), a interagdo das antocianinas com o mordente que ira interagir
com o téxtil ndo é tao favorecida como a pH basico, o que justifica a maior robustez a
lavagem dos téxteis tingidos a pH mais elevado. Tal acontece, uma vez que, a pH acido,
as antocianinas estdo carregadas positivamente, tal como o aluminio. Apesar de o
mordente poder deslocar o equilibrio no sentido da formac&o de bases quinoidais (que
complexam com o aluminio), a maioria das antocianinas permanece em solugéo sob a
forma de catido flavilio. Assim, muitas das moléculas poderdo continuar a interagir
diretamente com os substratos téxteis através de interacdes eletrostaticas, ja que este
permanece com carga negativa. Durante o processo de lavagem, o pH vai aumentar e,
como alguma parte das antocianinas ndo interagiu com o téxtil através do mordente,
mas, diretamente, através de interacGes eletrostaticas, estas interacbes vao ser

desfavorecidas e a amostra vai ter menor resisténcia a lavagem.
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A pH neutro (5-7), a maioria das espécies que existe em solucdo sdo espécies
neutras e, por isso, estas vao interagir com o mordente e, desse modo, poderéo interagir
com os substratos téxteis através do mesmo. No entanto, continuardo a existir espécies
em solugdo que interagem diretamente com o substrato téxtil, através de interacdes de
hidrogénio. Por isso, e devido a existéncia de diferentes formas estruturais em solugéo,
nos tingimentos com extrato a pH neutro, as amostras ficam muito pouco homogéneas
[85,87].

A pH alcalino (>7), a presenca de mordente vai estabilizar as antocianinas (o0
aluminio tem carga positiva e vai complexar com as antocianinas carregadas
negativamente) e, como 0 substrato téxtii também tem carga negativa, a sua
imobilizacdo no téxtil vai ser facilitada. Durante a lavagem, a perda de cor do téxtil sera
menor, uma vez que as altera¢des de pH néo séo significativas para levar a diminuigéo

da interag&o entre as antocianinas, os mordentes e os téxteis [85,87].

4.2.2. Espetroscopia de infravermelho com transformada de

Fourier por refletancia total atenuada

O extrato de antocianinas de amora e os provetes de algodédo e poliamida antes
e apos a ativagdo bem como as amostras tingidas Alg@am, Alg@am_sa, Pol@am e
Pol@am_sa foram caracterizados por FTIR-ATR, de modo a realizar uma analise da
composi¢do dos mesmos. Devido a logistica do equipamento e limitagdo do numero de
amostras, foram selecionados apenas quatro exemplares de cada substrato téxtil: um
néo tingido e ndo ativado (Alg_na e Pol_na), um néo tingido e ativado (Alg e Pol), outro
tingido na auséncia de mordente (Alg@am e Pol@am) e outro tingido com aplicagcédo
prévia do mordente sulfato de aluminio (Alg@am_sa e Pol@am_sa).

Inicialmente, foi obtido um espetro do extrato de antocianinas de amora (Fig.
4.8).
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Fig. 4.8 - Espetro de FTIR-ATR do extrato de antocianinas de amora.

O espetro de FTIR-ATR do extrato de antocianinas de amora apresenta varias
bandas em posicdes caracteristicas. A banda existente a 3500-3000 cm™ corresponde
a vibracdes de estiramento das ligacdes O-H. As bandas a 2989 e 2950 cm™ estdo
associadas a vibragdes de estiramento dos grupos CHs e a banda a 2885 cm refere-
se a vibracdes de estiramento dos grupos CH,. As bandas a 1717 e a 1607 cm™ estéo
relacionadas com vibragdes de estiramento das ligagbes C-O e C=0, respetivamente.
A banda existente a 1512 cm™ corresponde a vibracdes de estiramento do esqueleto
dos anéis aromaticos e dos grupos =C-0O-C. As bandas existentes a 1491 e 1443 cm™
estdo associadas a vibracdes de flexdo de CHs. As bandas a 1327 e 1278 cm™ referem-
se a vibracdes correspondentes a deformagdes no plano de liga¢cdes O—H. As bandas
a 1227, 1175 e 1014 cm™ dizem respeito a vibragdes de estiramento das ligagoes C-O
de grupos &lcool [116,153,154]. Estes resultados estdo de acordo com a estrutura
guimica das antocianinas que compdem o extrato (Tabela 4.1).

Para além disso, foram caracterizados os provetes de algoddo ativados e nao
ativados, de modo a compreender se o0 processo de ativacdo afetava a sua estrutura
guimica. Na Fig. 4.9, estdo representados 0s espetros obtidos para as amostras Alg_na

e Alg e na Fig. 4.10 esta representada a estrutura quimica do algodao.
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Fig. 4.9 - Espetros de FTIR-ATR dos provetes Alg_na e Alg.
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Fig. 4.10 - Estrutura quimica do algodao. Adaptado de [155].

Os espectros de FTIR-ATR das amostras Alg_na e Alg apresentam as bandas
caracteristicas da estrutura do algoddo. As bandas no intervalo de 3550-3200 cm
correspondem a vibracdes de estiramento de ligacdes O—H do substrato e/ou de agua
adsorvida. As bandas existentes a 2960-2760 cm™ estdo associadas a vibracdes de
estiramento das ligagdbes C-H e a banda no intervalo 1650-1633 cm™ referem-se a
deformagdes O-H de agua adsorvida. As duas bandas a 1428 e 1315 cm? estédo
relacionadas com vibracdes de deformacéo (balanco) das ligacbes C-H e a banda a
1370 cm™ corresponde a vibracdes de flexdo das ligacdes C-H. As bandas existentes a
1335, 1247 e 1204 cm™ estdo associadas a vibragGes de flexdo das ligagdes O-H no
plano. A banda a 1281 cm refere-se a deformacdes das ligagdes C—H. As bandas a
1161 e 1110 cm™ correspondem a vibragdes das pontes assimétricas C—-O-C e a banda

a 1054 cm™ esta relacionada com vibracdes de estiramento assimétrico dos anéis de
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glucose no plano. As bandas existentes a 1031 e 1000 cm™* dizem respeito a vibracdes
de estiramento das ligacdes C-O e a banda a 899 cm™ corresponde a vibracdes de
estiramento assimétrico dos anéis fora de fase [116,155,156].

Ao comparar os espetros do algodao ativado e néo ativado, ndo se verificam
diferencas significativas nas posicdes e nas intensidades relativas das bandas, pelo que
a estrutura quimica do algodéao nao é alterada durante o processo de ativacao.

Para além da malha de algoddo ativada e ndo ativada, foram avaliados os
provetes tingidos na auséncia de mordente (Alg@am) e com aplicacdo prévia do
mordente sulfato de aluminio (Alg@am_sa). Na Fig. 4.11, estao representados 0s
respetivos espetros de FTIR-ATR bem como os espetros do provete Alg e do extrato de

antocianinas de amora.
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Fig. 4.11 - Espetros de FTIR-ATR das amostras Alg, Alg@am, Alg@am_sa e do extrato de antocianinas de amora. A
preto, encontram-se assinaladas as bandas caracteristicas dos substratos téxteis e, a vermelho, a do extrato de

antocianinas.

Os espetros de FTIR-ATR dos provetes tingidos Alg@am e Alg@am_sa
apresentam as bandas caracteristicas do espetro de algod&o né&o tingido. No entanto,
nos espetros dos téxteis tingidos surge uma banda a ~2950 cm? (vibracdo de
estiramento de grupo CHjs), que é tipica do extrato de antocianinas de amora e que néo
esta presente no espetro do algodao, sugerindo a incorporacdo das antocianinas na

malha de algoddo. As restantes bandas das antocianinas surgem sobrepostas as
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bandas de maior intensidade do algodao, pelo que ndo é possivel associa-las a
incorporacédo do extrato no algodao.

Os espetros de FTIR-ATR dos provetes Alg@am e Alg@am_sa nao
apresentam diferengas entre si, no que diz respeito a posi¢cao das bandas, pelo que, de
acordo com os dados de FTIR-ATR, a adicdo de mordente ndo parece influenciar o
modo de incorporacdo das antocianinas no algodao.

O mesmo estudo também foi realizado para a malha de poliamida. Na Fig. 4.12
estdo representados os espetros obtidos para os provetes Pol_na e Pol e na Fig. 4.13
esta representada a estrutura quimica da poliamida.
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Fig. 4.12 - Espetros de FTIR-ATR dos provetes Pol_na e Pol.

| n

Fig. 4.13 - Estrutura quimica da poliamida. Adaptado de [157].

Os dois espectros de FTIR-ATR dos provetes Pol_na e Pol apresentam as
bandas caracteristicas da estrutura da poliamida. As bandas existentes a 3298 e a 3064
cm? correspondem a vibragdes de estiramento das ligagdes N-H. As bandas a 2932 e
2860 cm™estdo associadas a vibragdes de estiramento das ligagdes C-H, a-NH e C-H;
B—NH, respetivamente. As bandas existentes a 1734 e 1632 cm referem-se a vibracdes

de estiramento das ligagdes C=0 (amida I). A banda a 1532 cm esté relacionada com
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vibracbes de estiramento das ligagdes C-N e com vibra¢cBes de flexdo das ligacdes
CO-NH (amida Il). A banda existente a 1464 cm™ corresponde a vibracdes de
estiramento das ligagdes C-C e de flexao das ligagées C=0 (amida lll). As bandas a
1370 e 1272 cm* dizem respeito a vibragdes de estiramento da ligagdo C-N. A banda
a 1198 cm esta relacionada com vibracdes de flexdo assimétrica fora do plano (amida
[1). A banda existente a 1139 cm™ esta associada a vibragdes de flexdo das ligacdes
C=0 fora do plano. A banda no intervalo 1064-1043 cm refere-se a vibracdes de
estiramento das ligagdbes C-C e a banda a 934 cm™ corresponde a vibracdes de
deformacéo axial das ligagfes C-C=0 (amida) [116,158,159].

Os espetros correspondentes a poliamida ativada e nado ativada sdo muito
semelhantes, ndo sendo observaveis diferencas significativas nas posi¢ées das bandas,
pelo que a estrutura quimica da poliamida ndo é alterada durante o processo de
ativagao.

As amostras tingidas na auséncia de mordente (Pol@am) e com aplicagédo
prévia do mordente sulfato de aluminio (Pol@am_sa) também foram analisadas por
esta técnica, usando as condi¢cbes descritas anteriormente Na Fig. 4.14, estdo
representados o0s seus espetros de FTIR-ATR bem como os espetros da amostra Pol e

do extrato de antocianinas de amora.

FTIR-ATR - Poliamida tingida

1734; V(C=0 amida Iy~ 1370; w934
v(C-N) ™ p(c-c=0
1632; v(C=0 amida 1) A - amida)
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5(CO-NH amida II)
(u: N e i g -
3 '
@ “i 1064-1043;
= | 2860; Liove
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a 3064; V(N-H) -t 1464; v(C-C) & - -+ 1139; 5(C=0)
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2885; V(CH,) =
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de amora

Fig. 4.14 - Espetros de FTIR-ATR das amostras Pol, Pol@am, Pol@am_sa e do extrato de antocianinas de amora. A
preto, encontram-se assinaladas as bandas caracteristicas dos substratos téxteis e, a vermelho, a do extrato de
antocianinas.



FCUP | g7

Absorcéo, estabilidade e bioatividade de novos derivados antocianicos para aplicagéo nas industrias
cosmética e téxtil

Os espetros de FTIR-ATR dos provetes tingidos Pol@am e Pol@am_sa
apresentam as mesmas bandas que o da amostra Pol. Nos espetros das amostras
tingidas surge uma banda a ~2885 cm (vibracédo de estiramento de grupo CH>), que é
tipica do extrato de antocianinas de amora. Embora tenha uma intensidade reduzida,
esta confirma do ponto de vista quimico a incorpora¢@o das antocianinas na malha de
poliamida.

Os espetros de FTIR-ATR dos téxteis tingidos Pol@am e Pol@am_sa ndo
apresentam diferencgas significativas entre si. Deste modo, de acordo com os dados de
FTIR-ATR, o uso de mordente ndo parece interferir com o modo de incorporacdo das
antocianinas na malha de poliamida.

Assim, através da técnica de FTIR-ATR foi possivel observar o aparecimento de
bandas caracteristicas das antocianinas nos espetros dos téxteis tingidos, pelo que se
pode concluir que estas foram incorporadas em ambos 0s substratos téxteis. Para

confirmar os resultados obtidos por esta técnica, foi utilizada a técnica de XPS.

4.2.3. Espetroscopia fotoeletronica de raios-X

De modo a avaliar a composic¢ao quimica da superficie dos substratos téxteis do
ponto de vista qualitativo e quantitativo, procedeu-se a uma caracterizacdo por XPS.
Devido a logistica do equipamento e limitacdo do numero de amostras a analisar, foram
selecionados apenas dois exemplares de cada substrato téxtil, um ndo tingido e ativado
(Alg e Pol) e outro tingido (Alg@am_sa e Pol@am_sa). Na Tabela 4.24, séo
apresentados os valores das percentagens atomicas superficiais dos elementos
guimicos existentes na superficie dos substratos téxteis obtidos através da analise de
XPS.

Tabela 4.24 - Percentagens atomicas superficiais dos elementos quimicos existentes na superficie das amostras Alg,
Alg@am_sa, Pol e Pol@am_sa

% Atomica
Amostra
C1ls N 1s O1s Si 2p Al 2p S2p
Alg 74,1 1,6 22,9 1,4 - .
Alg@am_sa 69,4 0,8 26,4 2,7 0,5 0,2
Pol 75,2 6,8 13,8 4,2 - -
Pol@am_sa 70,4 1,1 26,0 1,3 11 0,1

Através dos resultados apresentados na Tabela 4.24, é possivel verificar a

presenca de carbono, azoto, oxigénio e silicio na superficie de todas as amostras. O
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carbono e o oxigénio fazem parte da estrutura quimica de ambos os substratos téxteis
e sdo os elementos mais abundantes. Embora o azoto s6 faca parte da estrutura
guimica da poliamida, este elemento é detetado em quantidades residuais no algodéo
e a sua proveniéncia podera ser resultante de algumas impurezas. Apesar do silicio
estar presente em todas as amostras, este ndo faz parte da estrutura quimica dos
substratos téxteis nem das antocianinas. Assim, a sua presenca poderé resultar de uma
contaminacédo. O processo de ativagdo dos téxteis foi realizado em balbes de vidro e,
como este passo de ativacdo implica o uso de um meio alcalino (solucéo aquosa de
NaOH), o vidro podera sofrer alguma degradacao e consequentemente podera haver
libertacdo de silicatos. Comparando a composicdo dos substratos téxteis tingidos
relativamente aos néo tingidos, verifica-se que o carbono e o oxigénio continuam a ser
0s elementos mais abundantes. No entanto, em termos percentuais, verifica-se que a
raz8o carbono/oxigénio diminui apos a incorporagdo das antocianinas (no caso do
algodao, diminui de 3,2 para 2,6 e, no que diz respeito a poliamida, diminui de 5,5 para
2,7). Nas amostras tingidas, observa-se também a presenca de enxofre e aluminio que
s&o provenientes do mordente sulfato de aluminio. E de notar que a estequiometria Al:S
nao esta de acordo com a que seria de esperar se fosse s6 mordente (estequiometria
2:3), 0 que podera estar relacionado com a presenca de aluminio no extrato de
antocianinas de amora (tema que ira ser explorado na secc¢éao 4.3).

Nas Figs. 4.15 e 4.16 sado apresentados o0s espetros de XPS deconvoluidos
obtidos nas regifes de maior interesse. Serdo apenas apresentados 0s que sdo mais
relevantes de cada uma das amostras: no caso do algodéo, os espetros do C 1s e do O

1s e, no caso da poliamida, os espetros do C 1s,do N 1s e do O 1s.
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Fig. 4.15 - Espetros de XPS dos elementos C 1s e O 1s presentes nas amostras Alg e Alg@am_sa e respetivas
deconvolucdes (Nota: CPS - contagens por segundo).
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Fig. 4.16 - Espetros de XPS dos elementos C 1s, N 1s e O 1s presentes nas amostras Pol e Pol@am_sa e respetivas

deconvolugdes.

A patrtir da deconvolucdo dos espetros de XPS associados a cada elemento, foi
possivel construir a Tabela 4.25, onde se encontram os valores das energias de ligacao
(BE) e das areas relativas de cada banda deconvoluida para todas as amostras
analisadas.
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Tabela 4.25 - Valores de BE e areas associadas a cada banda resultante da deconvolugdo dos espetros de XPS

associados a cada elemento para as amostras de Alg, Alg@am_sa, Pol e Pol@am_sa

91

C1is N 1s O 1s Si 2p Al 2p S2p
BE Area BE Area BE Area BE Area BE Area BE Area
V) | ()" | V) | P° | V)| W° | V) | W° [ (V) | (W)° | (V) | (WP
284,6 399,6 530,5 101,9
46,2 37,9 9,8 66,7 - - - -
(1,4) x,7) (1,8) x,7)
286,0 402,4 532,3 102,5
37,8 62,1 76,9 33,3 - - - .
(1.4) 7 (1,8) 17
Alg
287,3 533,3
13,2 - - 13,3 - - - - - -
(1,4) (1,8)
288,4
2,8 - - - - - - - - - -
(1,4)
284,6 399,9 531,5 102,3 74,4 168,2
52,5 54,4 13,2 66,5 66,7 66,7
(1.4) (1,5) (1,8) (1,6) (1,5) (2,7)
286,3 402,4 532,7 102,9 74,8 169,4
36,2 45,6 83,4 33,5 33,3 33,3
Alg@am_ | (1.4) (1,5) (1,8) (1,6) (1,5) (2,7)
sa 287,7 534,1
8,3 - - 3.4 - - - - - -
(1,4) (1,8)
288,9
3,0 - - - - - - - - - -
(1.4
284,6 399,5 530,9 101,9
66,9 91,6 37,8 66,7 ; ; ) )
1.2) (1,3) (1,3) (1,2
285,5 402,2 532,0 102,5
18,4 8,4 57,4 33,3 - - - -
1.2) (1,3) (1,3) (1.2
Pol
286,3 533,3
57 - - 438 - - - - - -
1,2 (1,3)
287,6
9,0 - - - - - - - - - -
(1,2)
284,6 400,0 531,8 101,7 74,7 168,6
53,0 51,4 35,8 66,7 66,7 66,7
(1.,4) €7 (1,8) (1.4 €7 (2,1)
285,9 402,4 533,2 102,3 75,1 169,8
22,9 48,6 57,3 33,3 33,3 33,3
(1.,4) €7 (1,8) (1.4 €7 (2,1)
286,7 534,5
13,8 - - 6,9 - - - - - -
Pol@am_ | (1,4) (1,8)
sa 288,5
6,5 - - - - - - - - - -
(1,4)
289,6
2,5 - - - - - - - - - -
(1,4
291,4
1,3 - - - - - - - - - -
(1,4)

20s valores dentro de parénteses correspondem aos valores de largura a meia altura das bandas.
b Area de cada componente em relagéo & area total da banda.
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Analisando a Fig. 4.15 e a Tabela 4.25, observa-se que relativamente ao espetro
do elemento C 1s da amostra Alg, sdo detetadas quatro bandas que sdo atribuidas as
ligacbes C-C e C-H (284,6 eV), C-0O (286,0 eV), C=0/0-C-0 (287,3 eV) e O=C-0O
(288,4 eV) [156,160,161]. Tal como seria de esperar a partir da estrutura quimica do
algodao (Fig. 4.10), as bandas correspondentes as ligagcbes C-C/C-H e C-0O sao as
que possuem maiores areas relativas. Na regido O 1s séo detetadas trés bandas
atribuidas as ligacbes O=C (530,5 eV), HO-C/C-O-C/O-C-0O (532,3 eV) e a H>O
adsorvida (533,3 eV), sendo que a banda dominante é a correspondente as ligacdes
HO-C/C-0O-C/ O-C-0 [160,162,163]. Relativamente a amostra Alg@am_sa (Fig. 4.15
e Tabela 4.25), verifica-se que no espetro do elemento C 1s séo detetadas quatro
bandas que séo atribuidas as ligacbes C-C/C-H/C=C (284,6 eV), C-O (286,3 eV),
C=0/0-C-0 (287,7 eV) e O=C-0 (288,9 eV) [156,160,161]. Ao comparar este espetro
com o do provete Alg, verifica-se que as areas relativas das bandas correspondentes
as ligagbes C-C/C-H/C=C e O=C-O aumentam e as areas relativas das bandas
associadas as ligagdes C-0O/C=0 e O—-C-0 diminuem. No caso do elemento O 1s, sdo
detetadas trés bandas atribuidas as ligacdes O=C (531,5 eV), HO-C/C-O-C/O-C-0O
(532,7 eV) e a H,O adsorvida (534,1 eV) [160,162,163]. Comparando este espetro com
o da amostra Alg, observa-se que as areas relativas das bandas correspondentes as
ligagbes O=C e HO-C/C-O-C/O-C-O aumentam e a area relativa das bandas
associada a H.O adsorvida diminui. Dado que se trata de uma andlise da superficie das
amostras, a diminuigdo da banda associada a H.O adsorvida no espetro do elemento O
1s poderda justificar que a agua presente no algoddo nao tingido podera ter sido
substituida pelas antocianinas que ficaram imobilizadas. O aumento das areas das
bandas correspondentes as liga¢cdes C-C/C-H/C=C e O=C-0 no espetro C 1s, aliado
ao facto da ligagéo C=C ser exclusiva da estrutura das antocianinas e da ligagdo O=C-O
ser uma ligacao caracteristica da estrutura de algumas antocianinas permite confirmar
a imobilizacdo das antocianinas na superficie do algodao. Por outro lado, o aumento
das bandas relativas as ligagbes O=C e HO-C/C-O-C/O-C-O que sé&o ligagBes
também presentes na estrutura quimica das antocianinas no espetro O 1s refor¢a esta
conclusdo. Através da andlise dos espetros de C 1s e O 1s, é ainda possivel verificar
gue os valores de BE associados a todas as bandas sofrem um desvio para valores
mais elevados na amostra tingida (Alg@am_sa) relativamente a nao tingida (Alg), o
qgue sugere que a vizinhanca desses elementos se altera e podera ser resultado da

ligacdo das antocianinas ao algodao.



FCUP | 93

Absorcéao, estabilidade e bioatividade de novos derivados antocianicos para aplicagao nas industrias
cosmeética e téxtil

No caso da amostra Pol, a partir da Fig. 4.16 e da Tabela 4.25 verifica-se que,
relativamente ao espetro do elemento C 1s, sdo detetadas quatro bandas que s&o
atribuidas as ligagbes C-C/C-H (284,6 eV), C(C=0)—-NH (285,5 eV), C—NH(C=0)
(286,3 eV) e C=0 (287,6 eV) [160,164]. A banda correspondente as ligacbes C—C/C—H
€ a que possui maior area relativa, o que esta de acordo com o esperado, dado que as
ligacdes C—C sdo maioritarias na estrutura da poliamida. No espetro do elemento N 1s
sdo detetadas duas bandas atribuidas as ligacées N(C—C)—H (399,5 eV) e N(C=0)—-H
(402,2 eV) [160,165], sendo a primeira dominante em relagdo a segunda. No espetro O
1s, sdo detetadas trés bandas atribuidas as ligagdes O=C—C(NH)/O=C (530,5 eV),
HO-C (532,0 eV) e a H,O adsorvida (533,3 eV) [160,163,164], verificando-se que a
banda relativa a ligagdo HO—-C é a que tem maior &rea relativa. No que diz respeito ao
provete Pol@am_sa, verifica-se que no espetro C 1s sédo detetadas seis bandas que
sdo atribuidas as ligagbes C—C/C—H/C=C (284,6 eV), C(C=0O)-NH (285,9 eV),
C—-NH(C=0) (286,7 eV), C=0/0—-C-0 (288,5 eV), O=C-0 (289,6 eV) e interagdes T—Tr*
(291,4 eV) [160,164,166], sendo que a banda relativa as ligagbes C—C/C—H/C=C é a
dominante. Comparando este espetro com o da amostra Pol, verifica-se que as areas
relativas das bandas correspondentes as ligacbes C(C=0)-NH e C=0/0-C-0O
aumentam e as areas relativas das bandas associadas as ligagbes C—C/C-H/C=C e
C-NH(C=0) diminuem. E de notar o aparecimento de duas novas bandas
correspondentes a ligagdo O=C-0 e as intera¢bes 1-11*. N0 espetro do elemento N 1s
séo detetadas duas bandas atribuidas as ligacdes N(C—C)—H (400,0 eV) e N(C=0)-H
(402,4 eV) [160,165]. Este espetro foi o que sofreu mais alteragbes comparativamente
com o amostra Pol. Para além de se ter verificado uma diminuicdo acentuada do teor
superficial de N, ja que ha uma diminui¢céo drastica da intensidade de ambas as bandas,
verifica-se que a banda N(C—C)—H sofre uma maior diminui¢cdo. No espetro do elemento
O 1s sao detetadas trés bandas atribuidas as ligagdes O=C—C(NH)/O=C (531,8 eV),
HO-C/C-O—-C/O-C-0 (533,2 eV) e a H,O adsorvida (534,5 eV) [160,163,164]. Neste
caso, a &rea da banda correspondente as ligagbes O=C—C(NH) e O=C diminui, a &rea
da banda relativa as ligacdes HO—-C/C-0O—-C/O—-C-0O mantém-se e a area da banda
associada a H.O adsorvida aumenta, comparando com a do espetro de Pol. A
diminuicdo drastica da area das bandas associadas ao espetro de N 1s revela que a
percentagem relativa deste elemento presente na superficie da poliamida diminui, o que
podera sugerir a imobiliza¢éo das antocianinas a superficie da poliamida e que estas se

poderdo ligar preferencialmente ao azoto. Também o aumento das areas relativas das
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bandas correspondentes as ligagdes C=0 e O—C-0 (esta ultima exclusiva da estrutura
quimica das antocianinas), o aparecimento das bandas correspondentes as ligacdes
O=C-0 (presente na estrutura das antocianinas) e as interacfes T—1* (estabelecidas
entre os anéis aromaticos das antocianinas) no espetro C 1s e a diminuigdo da &area da
banda correspondente as ligacdes O=C—C(NH) (tipica da poliamida) no espetro O 1s
sugerem a imobilizacdo das antocianinas na superficie da poliamida. Analisando os
espetros de alta resolucdo C 1s, N 1s e O 1s, verifica-se que os valores de BE de todas
as bandas sofrem um desvio para valores crescentes na amostra Pol@am_sa
relativamente ao provete Pol, pelo que a vizinhangca desses elementos se altera na
amostra tingida comparativamente a nado tingida. Esta variacdo sugere que as
antocianinas terdo estabelecido ligagdes quimicas com a poliamida, nomeadamente
através da coordenacao ao azoto.

Assim, as técnicas de colorimetria, FTIR-ATR e XPS permitem concluir que as

antocianinas ficaram imobilizadas nos substratos téxteis.

4.3. Ensaios de libertacéo

4.3.1. Ensaios de libertacdo com suor artificial

Para determinar a quantidade de antocianinas libertadas dos téxteis Alg,
Alg@am, Alg@am_sa, Alg@am_pH8 sa, Alg@am_sap e Alg_na@am(2x)_sa,
foram realizados ensaios de libertagcdo com suor artificial durante 24 horas. Este ensaio
foi apenas preliminar de modo a verificar se as antocianinas eram libertadas dos
substratos e, ao fim de quanto tempo, era atingida a concentracdo maxima em solucao.

A Fig. 4.17 representa a concentragdo de antocianinas libertadas ao longo do
tempo. Como é possivel observar no gréafico, os diferentes provetes de algodéo tingidos
em condic¢des distintas libertam quantidades de antocianinas diferentes. Tal como seria

de esperar, na amostra Alg, que néo foi tingida, ndo houve libertacdo de antocianinas.
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Concentragéo de antocianinas libertadas dos téxteis
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Fig. 4.17 - Concentragao de antocianinas libertadas dos substratos téxteis de algod&do durante a incubagao com suor

artificial (Gréfico preliminar).

Quanto ao provete Alg@am, verifica-se que foi libertada uma quantidade de
antocianinas superior, nos primeiros 5 minutos, e, nos minutos seguintes, houve uma
diminuicdo da quantidade de antocianinas no suor, o que podera ser explicado por uma
degradacédo das antocianinas com a temperatura ao longo do tempo.

Relativamente a amostra tingida na presenca de mordente, Alg@am_sa,
verifica-se que ndo h& uma libertacao inicial tdo grande, sendo a concentragdo maxima
de antocianinas no suor atingida ao fim de 45 minutos. Apos esse periodo, verifica-se
uma ligeira diminuicdo, mas ndo muito acentuada, pelo que, na presenca de mordente,
ndo ha uma degradacdo téo forte das antocianinas.

O provete tingido na presenca de mordente a pH 8 (Alg@am_pH8_sa) é aquele
onde h& uma libertagdo mais lenta de antocianinas, sendo a concentragdo maxima
atingida ao fim de 5 horas (300 minutos). Até 1 hora de incubagdo com o suor, esta
amostra foi aquela que levou a libertacdo de uma menor concentragdo de antocianinas.
A partir desse momento, a concentracdo de antocianinas em solugdo continua a
aumentar e depois estabiliza (a diminui¢cdo brusca aos 360 minutos podera ser resultado
de um erro de medigdo experimental). Mais uma vez o uso do sulfato de aluminio leva
a uma estabilizagdo das antocianinas em solugéo, principalmente, nesta situacdo, em
gue é utilizado pH 8 e que propicia a degradacao.

No que diz respeito a amostra Alg@am_sap, verifica-se que a concentragdo
maxima é atingida ao fim de 10 minutos. A partir desse momento, a concentracao de
antocianinas tende a estabilizar, comecando a diminuir apés 120 minutos de incubacao

com O suor.
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Por ultimo, quanto a amostra Alg_na@am(2x)_sa, esta é a que leva a uma maior
libertagdo de antocianinas para o suor. O facto de o téxtil ndo estar ativado e de ter sido
usado o dobro da concentragéo de extrato de antocianinas durante o tingimento leva a
gue haja uma maior libertacdo de antocianinas para o suor. A concentracdo maxima €
atingida ao fim de 15 minutos. Depois, ha uma diminuicdo da concentracéo e, até aos
120 minutos, observa-se um ligeiro aumento. A partir desse periodo temporal, verifica-
se uma diminuigéo da concentracdo das antocianinas ao longo do tempo.

Foram ainda realizados ensaios usando os mesmos provetes e um tempo de
incubacdo maximo de 2 horas, uma vez que a partir desse intervalo de tempo se verifica
uma diminuicdo da concentracdo de antocianinas em quase todas as situagfes. No
grafico da Fig. 4.18, estdo representadas as concentragdes de antocianinas libertadas
dos téxteis nessa situagao.
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Fig. 4.18 - Concentracéo de antocianinas libertadas dos téxteis de algodao durante 2 horas de incubagdo com suor

artificial. Os valores representam a média + SEM (n=3), *** p <0,001 (valores estatisticamente diferentes entre si).

Apdés a analise estatistica dos resultados obtidos, verifica-se que, durante as
primeiras 2 horas, a concentra¢do de antocianinas libertadas era idéntica em todos os
provetes, a excecdo da amostra Alg_na@am(2x)_sa cuja libertacdo mostrou ser
distinta das restantes. Este provete foi aguele onde foi usado o dobro da concentracao
de antocianinas na presenca de mordente e na qual o téxtil ndo tinha sido ativado. Dado
gue, neste caso, houve uma maior libertacdo de antocianinas, esta amostra ird servir
como ponto de partida para os ensaios bioldgicos.

Através deste conjunto de resultados podemos também concluir que o uso de
mordente néo influencia a quantidade de antocianinas libertadas (embora fosse de

esperar que a presenca de mordente estabilizasse as antocianinas no téxtil, poderao
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existir componentes no suor com maior afinidade para as antocianinas do que o
mordente, dai a libertacdo ser semelhante). Para além disso, os téxteis tingidos na
presenca de mordente sdo mais homogéneos em cor. Assim, o uso de mordente pode
constituir uma boa alternativa para o tingimento dos téxteis. Também o pH néo parece
influenciar a concentracdo de antocianinas libertadas, embora um pH mais elevado

possa reduzir a estabilidade das antocianinas em solucéo.

4.3.2. Determinacao da quantidade de aluminio libertada

Como o uso de mordente parece ser importante para o tingimento dos téxteis, é
essencial determinar a concentragdo de aluminio libertada dos téxteis, ja que alguns
especialistas consideram o aluminio um metal toxico para o organismo [167]. Na Tabela
4.26, esta representada a concentragdo de aluminio libertada por cada um dos téxteis

que foram utilizados neste ensaio.

Tabela 4.26 - Concentracéo de aluminio libertada dos téxteis de algodédo

Concentracdo de aluminio libertada
(Hg/L)
Alg@am 8,52 + 5,26
Alg@am_sa 51,73 £ 0,69
Alg@am_pH8_sa 65,75 £ 0,46
Alg@am_sap 45,31 £ 0,80
Alg_na@am(2x)_sa 34,72 £ 2,46

Observando a Tabela 4.26, verifica-se que a quantidade de aluminio libertada
dos substratos téxteis € bastante reduzida, na ordem dos pg/L. Contrariamente ao que
seria de esperar, na amostra Alg@am, onde néo foi utilizado mordente, verificou-se
alguma libertacdo de aluminio do provete, embora bastante inferior & dos restantes
provetes. O aluminio € um metal que esta presente no solo e nos alimentos [168,169].
No caso dos frutos vermelhos, a presenca do aluminio ja foi identificada, nomeadamente
nos mirtilos, onde foram determinadas concentracdes na ordem dos 1248 mg/kg de
peso seco [170]. Portanto, se usarmos uma fonte natural de antocianinas, como as
amoras, o aluminio pode estar presente na sua composicdo. Apés o processo de
extracdo, esse metal pode persistir no extrato de antocianinas e afetar os valores
obtidos.
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Nas restantes amostras, verifica-se que a concentracdo de aluminio libertada é
superior na amostra Alg@am_pH8 sa, seguindo-se o0s provetes Alg@am_sa,
Alg@am_sap e Alg_nha@am(2x)_sa.

Segundo o Comité Cientifico da Seguran¢a dos Consumidores (SCCS), uma
concentracdo abaixo de 6,25% (m/m) em alguns produtos cosméticos, nomeadamente
em desodorizantes roll-on, é segura para o consumidor [171]. Como a concentracdo de
aluminio libertada dos substratos téxteis é na ordem das partes por bilido (ppb), todas
estas concentragdes sao inferiores a definida por este comité e, por isso, estas amostras

séo seguras nestas condigdes.

4.4. Ensaios de citotoxicidade

Para a avaliacdo da viabilidade celular foram realizados ensaios de
citotoxicidade a pH 7,4. Embora este pH n&o seja 0 mais favoravel para a extragéo, este

pH é o mais favoravel para o crescimento das células.

Para estes ensaios, foram utilizados os provetes Alg na@am(4x) e
Alg_na@am(4x)_sa, dado que estes foram tingidos com extrato com uma concentragéo
superior a dos restantes. Caso estas amostras ndo apresentassem toxicidade, as que
foram tingidas usando extrato a concentragbes mais baixas também né&o iriam
apresentar. Apos a incubacéo dos provetes Alg_na@am(4x) e Alg_na@am(4x)_saem
meio DMEM sem FBS, sem solu¢éo de antibiético/antimicético e sem L-glutamina a pH
7,4, determinou-se que tinha sido libertada uma concentracdo de antocianinas igual a
326 umol/L na auséncia e 492 umol/L na presenca de mordente. Esta e outras
concentracdes foram testadas nas células, tendo-se obtido os resultados que constam
na Fig. 4.19.
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Fig. 4.19 - Percentagens de células viaveis, relativamente a um controlo, apds a incubagéo com a solucéo extraida das

amostras Alg_na@am(4x) e Alg_na@am(4x)_sa. Os valores representam a média + SEM (n=4).
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A partir da Fig. 4.19, verifica-se que realizando uma extragdo a pH 7,4 ndo se
verifica toxicidade para as células para as concentracdes mais baixas (abaixo de 125
pumol/L). Para concentracdes superiores, jA se comeca a observar alguma toxicidade,
embora a percentagem de células viaveis se mantenha elevada (préximo dos 90%). E
de salientar que a viabilidade celular € semelhante na presenca e na auséncia de
mordente, embora seja ligeiramente inferior na presenca de mordente.

Estes resultados parecem estar de acordo com a literatura [99], jA que em
ensaios com linhas celulares HaCat ndo se verificou toxicidade por parte das

antocianinas provenientes de amora e de vinho até uma concentracdo de 100 pmol/L.

E importante ter em conta que, apesar de o ensaio de MTT ser um ensaio de
citotoxicidade amplamente aceite, os resultados obtidos a partir desta técnica podem ter
algumas imprecisdes devido a possivel interferéncia das propriedades antioxidantes das
antocianinas [172]. Esta interferéncia foi minimizada, uma vez que, antes da adi¢do do
MTT, o meio que continha os polifendis foi retirado dos pogos e estes foram lavados
com PBS.

Os ensaios de citotoxicidade revelam-se muito importantes para a assegurar a
utilizacdo destes téxteis como produtos de cosmética seguros para o0 consumidor.
Apesar de ter havido alguma toxicidade para concentracdes mais elevadas, € importante
ter em conta que estes ensaios foram realizados in vitro e que in vivo 0s resultados
poderdo ser diferentes, ja que, nesse caso, os valores dependerdo da taxa de absorcao

da pele, que é um 6rgao bastante complexo.

4.5. Efeito das antocianinas nas enzimas da pele

Em seguida, serdo apresentados os resultados obtidos relativamente aos
ensaios de inibicAo enzimatica realizados com as enzimas colagenase, elastase,

tirosinase e hialuronidase.

45.1. Atividade da colagenase

Para estudar o efeito do extrato de antocianinas de amora e de cy-3-glc na
reducdo da formagéao de rugas, foram realizados ensaios de inibicdo enzimatica com a
enzima colagenase, usando o substrato FALGPA, e monitorizando a reacao através da
medi¢cdo da absorvancia a 324 nm. Na Fig. 4.20, estdo representadas as percentagens

de inibicdo enzimética obtidas com as diferentes concentragdes de compostos testados.



100

FCUP

Absorcéo, estabilidade e bioatividade de novos derivados antocianicos para aplica¢éo nas industrias
cosmética e téxtil

Atividade da colagenase
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Fig. 4.20 - Percentagens de inibigdo da colagenase, apés a incubacédo com o extrato de antocianinas de amora e a cy-
3-glc. Os valores representam a média + SEM (n=9-10), * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 (todos os valores sdo

estatisticamente diferentes entre si, exceto os assinalados com ns - valores sem diferengas significativas).

Nas condigbes experimentais utilizadas, tanto o extrato de antocianinas de
amora como a cy-3-glc pura inibiram a colagenase. Para a concentracdo maxima
testada (48,5 pg/mL) de extrato de amora, a percentagem de inibicdo é de (93,21 +
2,07)% e, com a cy-3-glc a mesma concentracdo, essa percentagem é de (69,39 +
4,59)%. Procedeu-se ainda ao calculo do valor da concentracdo de inibidor necessaria
para reduzir a atividade enzimatica em 50% (ICso). Para a colagenase, o valor da ICso €
de (5,7 £ 0,8) yg/mL, pelo que é necessaria uma concentragdo de 5,7 pg/mL de extrato
de antocianinas de amora, para se verificar uma diminui¢cdo da atividade enzimatica em
50%. No caso da cy-3-glc, a ICsp € de (26 + 4) ug/mL.

Analisando os resultados obtidos (Fig. 4.20), verifica-se um aumento da
percentagem de inibigdo com o aumento da concentragdo de extrato. Esse aumento
ndo parece ser muito linear, uma vez que néo se verificam diferengas significativas entre
as situacdes onde séo utilizadas as concentragdes 12,1 e 24,2 pg/mL.

O extrato de antocianinas de amora € constituido por cerca de 55% de cy-3-glc,
pelo que cerca de 45% da massa de extrato corresponde a outros componentes. Apesar
de a cy-3-glc ser a antocianina maioritaria do extrato de amora, verifica-se que o extrato
apresenta um maior poder inibitério do que a cy-3-glc (mesmo quando se comparam as
mesmas concentracdes de cy-3-glc no extrato e de cy-3-glc pura). Assim, esta
antocianina, embora contribua fortemente para a inibicdo da enzima, ndo € a Unica
responsavel. Possivelmente, os outros polifendis e 0os outros componentes presentes
no extrato também contribuem para uma maior inibicdo por parte do extrato. Estudos
prévios realizados com polifendis extraidos de bagago de uva mostraram que a inibicao

da colagenase pode resultar de um efeito sinérgico de diferentes polifendis [173]. De
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acordo com a literatura, a inibicdo da colagenase resulta de interacdes nédo covalentes,
como interacdes de hidrogénio e interacdes hidrofébicas, com grupos das cadeias
laterais da colagenase. Os grupos OH dos polifen6is podem atuar como aceitadores ou
doadores de interacfes de hidrogénio e interagir com 0s grupos amida e grupos
funcionais das cadeias laterais da proteina [174]. Para além disso, podem-se
estabelecer interagdes hidrofobicas entre os anéis benzénicos dos polifendis e a enzima
[174]. Estas interagbes levam a mudancas conformacionais na enzima e
consequentemente a sua inibicdo [66]. Dado que as antocianinas e outros polifendis
presentes no extrato possuem varios grupos hidroxilo e alguns anéis benzénicos, a sua
estrutura quimica podera justificar a elevada percentagem de inibicdo da colagenase,
usando este extrato.

4.5.2. Atividade da elastase

Dado que a elastase também contribui para a formacé&o de rugas, procedeu-se
ao estudo do efeito do extrato de antocianinas de amora e da cy-3-glc na inibicdo desta
enzima, usando o substrato N-Suc-Ala-Ala-Ala-p-NA, e monitorizando a reagéo através
da medicao da absorvancia a 405 nm. Na Fig. 4.21, esta representado um grafico, onde
constam as percentagens de inibicdo da enzima com as diferentes concentracdes de
extrato de amora e de cy-3-glc testadas.
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Fig. 4.21 - Percentagens de inibicdo da elastase, ap6s a incubacdo com o extrato de antocianinas de amora e a cy-3-
glc. Os valores representam a média + SEM (n=10-19), * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 (todos os valores sdo

estatisticamente diferentes entre si, exceto os assinalados com ns - valores sem diferengas significativas).

Nas condi¢des experimentais utilizadas, o extrato de antocianinas de amora e a
cy-3-glc foram capazes de inibir a elastase (Fig. 4.21), no entanto, foram necessarias
concentracdes mais elevadas de extrato e cy-3-glc relativamente as outras enzimas

para se verificar alguma inibicdo da elastase. Para o extrato de amora a concentragcao
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maxima testada (194 pug/mL), a percentagem de inibicdo € de (72,12 + 2,84)% e, com a
cy-3-glc & mesma concentracdo, essa percentagem é de (76,95 + 2,78)%. Para além
disso, procedeu-se ao céalculo do valor da ICso. No caso da elastase, o valor da ICso é
de (37 £ 2) yg/mL, ou seja, é necessaria uma concentracao de 37 ug/mL de extrato de
antocianinas de amora, para se verificar uma diminuicdo da atividade enzimatica em
50%. No caso da cy-3-glc, a ICsp € de (29 £ 2) ug/mL.

Através da Fig. 4.21, verifica-se um aumento da percentagem de inibicdo com o
aumento da concentragdo de extrato e de cy-3-glc. Ao comparar concentragfes de
extrato em que a concentracdo de cy-3-glc presente no mesmo é igual a concentragao
de cy-3-glc pura, ndo se verificam diferencgas significativas, pelo que a cy-3-glc podera
ser a principal responsavel pela inibicdo desta enzima. De acordo com os resultados da
literatura [66,133], a inibicAo da elastase € do tipo competitivo e resulta da interacdo
entre polifendis e a elastase. Esta depende de interagdes bastante especificas entre
grupos hidroxilo polifendlicos e residuos de aminoacidos do centro ativo e também de
interag@es hidrofébicas. Assim, as percentagens de inibicdo que se observam para este
extrato e para a cy-3-glc poderdo resultar do facto da cy-3-glc (e dos outros polifenéis

presentes no extrato) terem varios grupos hidroxilo que poderéo interagir com a enzima.

4.5.3. Atividade da tirosinase

Com o objetivo de estudar o efeito do extrato de antocianinas de amora e de cy-
3-glc na reducdo da hiperpigmentacdo da pele, foram realizados ensaios de inibicdo
enzimatica com a enzima tirosinase, usando o composto L-DOPA, como substrato, e
monitorizando a reagdo através da medicao da absorvancia a 475 nm. Na Fig. 4.22,
estdo representadas as percentagens de inibicdo da enzima tirosinase com as
diferentes concentracfes de compostos testados.

Atividade da tirosinase
120+

, ns . @l Amora
ns
100+ ! ns ' =3 cy-3glc
ns
T )
80+
o
s
ki
S 604
5
S 40+
204
04
O N Y LB I VN AR
b? \:1/“ q/bﬁ @ b“p \:1/ qyﬁ bc(b

Concentragéo (ug/mL)
Fig. 4.22 - Percentagens de inibicdo da tirosinase, apds a incubagdo com o extrato de antocianinas de amora e a cy-3-
glc. Os valores representam a média + SEM (n=9), *** p<0,001 (todos os valores sdo estatisticamente diferentes entre

si, exceto os assinalados com ns - valores sem diferencas significativas).
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Nestas condi¢cdes experimentais, quer o extrato de antocianinas de amora quer
a cy-3-glc pura inibiram a atividade da tirosinase. Para uma concentracao de 48,5 umol/L
(a concentracdo méxima testada) de extrato de amora, a percentagem de inibicao é de
(76,57 + 1,34)% e, com a cy-3-glc a mesma concentracdo, essa percentagem é de
(79,94 + 1,16)%. Foi também calculado o valor da ICso. Para a tirosinase, o valor da ICso
€ de (12 = 2) yg/mL, ou seja, é necessaria uma concentracdo de 12 ug/mL de extrato
de antocianinas de amora, para se verificar uma diminuigdo da atividade enzimética em
50%. No caso da cy-3-glc, a ICsp € de (11 £ 2) ug/mL.

No caso da tirosinase, verifica-se um aumento da percentagem de inibicdo com
0 aumento da concentragdo de extrato e de cy-3-glc e que as mesmas concentragbes
de extrato e de cy-3-glc apresentam percentagens de inibicdo semelhantes. No entanto,
€ importante ter em conta que, nestas situacdes, a concentragdo de cy-3-glc no extrato
corresponde a 55% da concentracao total, pelo que existirdo outros componentes que
contribuirdo para este efeito inibitério. Estudos realizados com extratos de feijao [71]
revelam que a cianidina e a cy-3-glc sédo responsaveis por uma percentagem de inibicao
da tirosinase mais elevada do que outras antocianinas, o que podera justificar o sucesso

deste extrato e da cy-3-glc enquanto inibidores da tirosinase.

Para além disso, segundo resultados obtidos na literatura [175], 0 mecanismo de
inibicdo da tirosinase, usando antocianinas, parece ser do tipo competitivo. Estas
parecem interagir com o centro ativo da enzima e tornam-no menos disponivel para o
substrato, L-DOPA. Desta forma, os polifenéis presentes no extrato de amora,
nomeadamente a cy-3-glc, talvez pela sua estrutura e tamanho, interagirdo com o centro

ativo da enzima, levando a percentagens de inibicdo elevadas.

4.5.4. Atividade da hialuronidase

Para estudar o efeito do extrato de antocianinas de amora e da cy-3-glc na
reducdo das rugas e da elasticidade da pele, foram realizados ensaios de inibigdo
enzimatica com a hialuronidase. O &cido hialuronico foi usado como substrato e a
reacdo foi estudada através da medicao da absorvancia a 400 nm. Na Fig. 4.23, estdo
representadas as percentagens de inibicdo da enzima com as diferentes concentracdes

de compostos testados.
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Fig. 4.23 - Percentagens de inibi¢ao da hialuronidase, apés a incubagéo com o extrato de antocianinas de amora e a
cy-3-glc. Os valores representam a média + SEM (n=9-16), * p<0,05, *** p<0,001 (todos os valores sdo estatisticamente

diferentes entre si, exceto os assinalados com ns - valores sem diferencas significativas).

Observando os resultados obtidos, quer o extrato de antocianinas de amora quer
a cy-3-glc pura sdo capazes de inibir a atividade da hialuronidase, nestas condi¢des
experimentais. A concentragdo maxima testada (48,5 pug/mL) de extrato de amora, a
percentagem de inibicdo é de (102,0 + 2,0)% e, com a cy-3-glc a mesma concentracao,
essa percentagem é de (67,67 = 2,90)%. Para além disso, calculou-se o valor da ICso.
No caso da hialuronidase, o valor da ICso € de (18 + 3) ug/mL, pelo que é necessaéria
uma concentracao de 18 ug/mL de extrato de antocianinas de amora, para se verificar
uma diminui¢do da atividade enzimatica em 50%. Para a cy-3-glc, a ICso foi de (31 £ 2)
pg/mL.

Os resultados obtidos usando o extrato completo de antocianinas de amora e a
cy-3-glc sao diferentes, observando-se que a percentagem de inibicdo é bastante menor
guando a cy-3-glc é usada como inibidor. Apesar de a cy-3-glc ser a antocianina
maioritaria do extrato de antocianinas de amora, esta ndo parece ser a principal
responsavel pela percentagem de inibicdo obtida com o extrato de amora. De acordo
com estudos realizados com a pele e sementes de uva Vitis rotundifolia [176], os
extratos obtidos a partir das partes da uva que contém maior teor em antocianinas (a
pele da uva madura) ndo sdo aqueles que levam a uma maior percentagem de inibigdo
das antocianinas, ao contrario das partes que contém um alto teor em &cidos fendlicos.
Embora se tenha procedido a analise da presenca de &cidos fendlicos no extrato,
através da técnica de MS, nao se verificou um alto teor nestes componentes, no entanto,
a sua presengca mesmo em baixas concentracdes podera contribuir para o poder

inibitério do extrato.
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Para além disso, segundo resultados obtidos na literatura [67], polifendis
extraidos de amora mostraram ser capazes de inibir esta enzima. Relativamente ao
mecanismo de inibicdo desta enzima, encontra-se descrito que alguns flavondides
monomeéricos e taninos condensados inibem a hialuronidase por um mecanismo do tipo
competitivo [177] e, dadas as semelhangas estruturais entre estes e as antocianinas,

sera provavel que esse mecanismo seja 0 mesmo.

De um modo geral, o extrato de antocianinas de amora foi capaz de inibir as
diferentes enzimas responsaveis pela degradacéo da matriz extracelular. A exce¢éo da
elastase, onde sao necessarias concentracdes mais elevadas de extrato para se
observar inibicdo da enzima, todas as restantes enzimas séo inibidas fortemente por
este extrato. Assim, este extrato podera ser usado para combater todas as vertentes do
processo de envelhecimento, nomeadamente a formacao de rugas e o aparecimento de
manchas na pele. E importante ter em conta que todos os ensaios de inibigdo enzimatica
foram realizadas usando um pH préximo do pH fisiolégico e, por isso, dependem das

espécies de antocianinas que existem em equilibrio em solug&o a esse pH.

Para além disso, é de salientar estes ensaios foram realizados com extrato de
antocianinas de amora e cy-3-glc, ndo tendo sido realizadas experiéncias com os téxteis
por questbes de metodologia experimental. O intervalo de concentracdes testadas
variou de 4,85 ug/mL a 48,5 yg/mL no caso da colagenase, da tirosinase e da
hialuronidase tendo sido semelhante ao utilizado nos ensaios de citotoxicidade. No caso
da elastase, foram utilizadas concentracbes (24,2 pg/mL a 197 pg/mL) que séo
superiores as libertadas pelos substratos téxteis. Estes ensaios serviram, assim, para
comprovar a inibicdo das enzimas responsaveis pelo envelhecimento por parte do

extrato e determinar a ICso do extrato para cada uma das enzimas.

O objetivo da utilizacdo dos téxteis com uma acdo antienvelhecimento ndo é a
total inibicdo destas enzimas, ja que a acdo das mesmas faz parte do normal
funcionamento da pele. A colagenase, a elastase e a hialuronidase sdo importantes para
a renovacao da matriz extracelular e a tirosinase é responsavel pela producdo de
melanina, que é muito importante para dar coloragédo a pele, ao cabelo e aos olhos e
proteger o organismo da radiagdo UV [54]. Assim, apenas, se pretende diminuir a

atividade destas enzimas de forma a prevenir o envelhecimento da pele.

Em praticamente todas as enzimas foi possivel observar um efeito melhor do
extrato de amora do que da antocianina pura (tendo em conta a quantidade de cy-3-glc
presente no extrato de ser comparado o efeito da concentracdo de antocianina pura com

a de 55% da concentragdo de extrato). Tal como ja foi referido, este resultado pode estar
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relacionado com a presenca de outros componentes da matriz. Essa possibilidade s6
pode ser explorada conhecendo o mecanismo de atuacdo da enzima em condicdes
normais de funcionamento e o0 mecanismo de inibicdo de diferentes tipos de compostos.
O facto do extrato levar a obtencdo de percentagens de inibicdo superiores ou
semelhantes as da cy-3-glc constitui uma vantagem a nivel da aplicacao industrial, uma
vez que ndo € necessario purificar a cy-3-glc para se obter o maximo de atividade
inibitoria.

Uma vez que estudos de docking com a tirosinase ja estavam em curso no grupo,
foi selecionada uma outra enzima envolvida na renovacdo da matriz extracelular (a
hialuronidase) com atividade num substrato polimérico ndo peptidico para o estudo de

docking molecular.

4.6. Estudos de docking molecular com a hialuronidase

Neste estudo computacional sobre a inibicAo da hialuronidase usando
antocianinas, foram avaliadas as interagdes entre o centro ativo da enzima e diferentes
formas da antocianina maioritaria do extrato de amora (cy-3-gic).

A hialuronidase €é uma endo-N-acetil-D-hexosaminidase que cliva
especificamente a ligacao glicosidica B-1,4 entre o GICA e a GIcNAc que fazem parte
das longas cadeias do acido hialurénico. O substrato mais pequeno desta enzima é um
hexassacarido, do qual sao clivadas as duas ultimas unidades, sendo o produto final da
hidrélise o tetrassacarido GIcA — GIcNAc — GIcA — GIcNAc. A hialuronidase pertence a
familia 56 das glicosidases, e 0 seu modo de acao foi proposto como um mecanismo de
deslocacao duplo, que envolve a formacao e subsequente hidrélise de um intermediario
covalente. A conformacédo do carbono anomérico do acUcar hidrolisado é mantida, o
grupo acetamido anexado ao carbono 2 atua como grupo nucledfilo, enquanto o residuo
carboxilico Glu113 (correspondente ao Glu131 na enzima humana) foi identificado como
residuo &cido/base (doador/aceitador de protdes) [178,179]. Para além deste residuo
catalitico, a Tyr184 (Tyr202 na hialuronidase humana) foi identificada como relevante
para a catalise porque estabiliza/polariza a molécula de 4gua necesséria a hidrolise. O
centro ativo da enzima é ainda enriquecido por varios residuos aromaticos,
caracteristica tipica dos locais de ligacdo de proteinas e enzimas que ligam agucares
[180-183].

Estudos anteriores sugerem que a quercetina e outros flavonéides sao inibidores
competitivos da hialuronidase [143]. Desta forma, os estudos tedricos focaram-se na

analise estrutural da ligacdo ao centro ativo da enzima. Primeiramente, foi avaliada a
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regiao do centro ativo que interagia com o tetrassacarido, a partir da estrutura PDB com
0 codigo 1FCV, tendo-se identificado os residuos mais relevantes para a interagéo
(Figs. 4.24).

Fig. 4.24 - Estrutura da hialuronidase complexada com o tetrassacarido, evidenciando os residuos mais importantes do
centro ativo. Esta figura foi preparada com recurso ao programa VMD, a partir do codigo PDB 1FCV. A representacao
New Cartoon evidencia a estrutura da enzima, enquanto o tetrassacarido e os residuos do centro ativo se encontram
representados em paus (Licorice) e bolas-e-paus (CPK), respetivamente. Os atomos de hidrogénio néo se encontram

representados para simplificar a visualizagéo.

Os residuos mais importantes para a interagdo com o tetrassacarido e que se
mantiveram conservados na maioria das solucdes obtidas durante a validagdo do

processo de docking molecular encontram-se representados na Fig. 4.25.

N Trp267
Trp301

Fig. 4.25 - Representacéo esquematica do tetrassacarido e dos residuos do centro ativo da hialuronidase que se
encontram a menos de 4 A do mesmo. A verde encontram-se evidenciados os residuos mais importantes do centro
ativo e que se mantiveram conservados na maioria das solu¢des obtidas durante a validag@o do processo de docking
molecular (Asp - aspartato; GIn - glutamina; Glu - glutamato; lle - isoleucina; Met - metionina; Phe - fenilalanina; Ser -

serina; Trp - triptofano; Tyr - tirosina).

Entre o tetrassacérido e a hialuronidase, verifica-se que a maioria das interagbes
estabelecidas entre o substrato e os residuos da enzima séo interacdes de hidrogénio,
principalmente entre os grupos hidroxilo do tetrdmero do acido hialurénico e os grupos

polares (hidroxilo ou carboxilico) das cadeias laterais dos residuos Tyr55, Asplll,
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Glull3, Tyrl84, Tyr227, GIn271 e Ser303. Para além disso, sdo estabelecidas
interacdes de VdW e dispersivas com a cadeia alifatica do residuo de lle53 e com o anel
aromético do Trp301. O nicho aromatico (Tyrl84, Tyr227 e Trp301) e os residuos
polares Asplll e GIn271 parecem importantes para manter a unidade a clivar no local
adequado para a catalise pelo Glull3 e as unidades seguintes do substrato s&o
estabilizadas por interacdes com a Ser303 e a Ser304 e por empilhamento 11-11 com 0s
residuos Tyr55 e Trp301.

Tendo em conta que o protocolo de docking molecular utilizado gerou com
sucesso 0 modo de ligacao verificado na cristalografia de raios-X [142], procedeu-se a
simulacdo da ligacdo das moléculas de quercetina e de quercetina-3-glucdsido, de cy-
3-glc maioritarias a pH 7 (a pseudobase carbinol e a chalcona), da molécula de 3-
desoxicianidina (também designada de luteolinidina) e da sua respetiva chalcona,
usando as condi¢des de docking molecular previamente definidas e validadas. Como
esperado, visto que a regido de docking molecular focou-se no centro ativo da enzima,

0s varios compostos interagiram no mesmo local que o tetrassacarido (Fig. 4.26).

R

Fig. 4.26 - Estrutura da hialuronidase complexada com o tetrassacérido (cinzento) e com os ligandos estudados:
quercetina (roxo), quercetina-3-glucosido (vermelho), cy-3-glc (amarelo), cy-3-glc na forma de chalcona (verde);
luteolinidina (azul claro) e luteolinidina na forma de chalcona (azul escuro). Esta figura foi preparada com recurso ao
programa VMD, a partir do codigo PDB 1FCV. A representacdo New Cartoon evidencia a estrutura da enzima e o

tetrassacarido e os ligandos encontram-se na representacdo paus (Licorice).

A andlise estrutural dos complexos formados entre a hialuronidase e os ligandos
estudados permite identificar as varias interacdes estabelecidas. Os ligandos mantém a
maioria dos contactos com a enzima considerados relevantes para a associacdo do
substrato: interacdes de hidrogénio, principalmente entre os grupos hidroxilo dos
polifendis e 0s grupos polares das cadeias laterais dos residuos Tyr55, Asp111, Glu113,
Tyrl84, Tyr227, Ser303, Ser304 e Asp305. Para além disso, sdo estabelecidas
interacdes de VdW e dispersivas com os anéis aromaticos dos residuos Tyr55, Tyr184,

Tyr227 e Trp301. A presenca destes residuos arométicos no centro ativo possibilita a
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existéncia de um nicho que fortalece as interacdes hidrofébicas entre estes e o0s anéis
aromaticos dos ligandos, ajuda a definir o modo de interacéo e a manter o substrato ou
ligando numa posicdo adequada para a catélise ou inibicdo da enzima. Este tipo de
encaixe estrutural € comum em proteinas e enzimas que ligam hidratos de carbono, e
foi identificado como relevante para a associa¢cdo molecular [180].

De acordo com a literatura, 0 mecanismo de inibicao da hialuronidase € do tipo
competitivo [143,184]. Um dos residuos mais importantes para a reacao catalisada pela
hialuronidase do veneno de abelha é o Glu113. Tal como mencionado anteriormente, a
hialuronidase catalisa um mecanismo de reagédo &cido/base, em que o Glull3 atua
como doador de protbes e o grupo acetamido do acido hialurénico atua como base
nucleofilica [142]. Esta identificacdo do Glu113 como residuo catalitico esta de acordo
com os estudos de mutagénese na proteina do esperma humano, a hialuronidase PH-
20. A substituicdo de Glul13 por glutamina na proteina PH-20 resultou numa proteina
sem atividade, pelo que este residuo é fundamental para a atividade da hialuronidase
[185]. Dado que o alinhamento da sequéncia da hialuronidase de veneno de abelha com
hialuronidases humanas comprova a conservacgéao dos residuos do sitio ativo, é possivel
inferir que o mecanismo catalitico € semelhante para ambas [142].

Na Tabela 4.27 encontram-se representados os valores de AGiy para as
melhores soluc¢des de docking molecular obtidas para cada um dos ligandos testados,
bem como os grupos mais proximos e a respetiva distancia ao residuo catalitico Glu113,
e na Fig. 4.27 encontram-se representadas as interacfes estabelecidas entre os

diferentes ligandos e o centro ativo da hialuronidase.

Tabela 4.27- Valores para as melhores solu¢des de docking molecular obtidas para cada um dos ligandos testados;
identificac@o do grupo de cada composto mais proximo do Glu113, assim como as respetivas distancias

) Grupo mais préximo do o
Ligando AGi;, (kcal/mol) Distancia ao Glu113 (A)
Glul113
Tetrassacéarido -3,55 Oxigénio 4 2,70
Quercetina -5,94 Anel B 2,94
-5,83 Glucose 3,90
Quercetina-3-glucésido -5,568 Anel B 3,00
-4,17 AnelAeC 3,42
-6,34 Anel B 2,73
Cy-3-glc
-5,97 Glucose 2,64
Cy-3-glc (chalcona) -5,03 Anel B 4,21
Luteolinidina -6,31 Anel B 3,36
Luteolinidina (chalcona) -6,01 Anel B 4,15
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Fig. 4.27 - InteragcBes estabelecidas entre os diferentes ligandos e o centro ativo da hialuronidase, evidenciando a

distancia ao residuo Glu113. Esta figura foi preparada com recurso ao programa VMD, a partir do cédigo PDB 1FCV. A
representacdo New Cartoon evidencia a estrutura da enzima, os ligandos encontram-se na representagdo paus
(Licorice) e os residuos do centro ativo, nomeadamente o Glu113, na representagdo bolas-e-paus (CPK). Os atomos

de hidrogénio ndo se encontram representados para simplificar a visualizagao.

Todos os valores de AGjyobtidos para os diferentes ligandos sdo mais negativos
do que os obtidos para o tetrassacarido (o produto final da hidrélise do &cido
hialurénico), o que podera ser indicativo de uma boa afinidade entre estes compostos e
a enzima. Esta observacdo esta de acordo com a literatura [143], onde ja tinha sido
observado que as moléculas de quercetina e quercetina-3-glucésido tém uma afinidade
superior a do substrato. Os resultados de docking molecular indicam que os valores de
AGjy dos ligandos estudados variam entre -4,1 e -6,3 kcal/mol. Estes valores de
afinidade sao semelhantes aos sugeridos anteriormente para varios compostos
fendlicos (inclusive a quercetina-3-glucésido) da Ravenala madagascariensis
relativamente a hialuronidase de veneno de abelha (AGigy entre -4,0 e -7,0 kcal/mol)
[143]. No entanto, a ordem de afinidade prevista pelo docking molecular ndo esta em
concordancia com a ordem obtida nos ensaios cinéticos experimentais (resultados
obtidos pelo grupo), onde foi observado que a quercetina apresentava uma
percentagem de inibicdo mais elevada do que a cianidina e a luteolinidina. Em estudos

anteriores com inibidores da hialuronidase, foram também observadas diferencas
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analogas para alguns compostos. Por exemplo, a epicatequina apresenta uma maior
capacidade de inibicdo do que a rutina (34,4% e 23,7%), mas os resultados obtidos no
docking sdo opostos (a energia de ligagédo obtida para a epicatequina é -4,8 kcal/mol e
para a rutina é -7,1 kcal/mol). Este facto deve-se provavelmente a diferenca significativa
de tamanho molecular dos varios compostos avaliados (um composto de maiores
dimensdes podera estabelecer mais interagées com a enzima e, por isso, favorecer o
valor de AGjg, no entanto, experimentalmente, este pode ndo ser o melhor inibidor).
Deste modo, foram analisados os modos de interagdo dos ligandos e as principais
interacdes moleculares com os residuos da enzima, por forma a clarificar as diferentes
atividades inibitérias [143].

Apesar da quercetina e da quercetina-3-glucésido estarem descritas na literatura
[143] como inibidores positivos da enzima, os valores de AGiy associados a estas
moléculas séo ligeiramente menos negativos que os obtidos para os restantes ligandos
estudados, embora se encontrem dentro do erro esperado para este tipo de ensaios
[186]. No caso da quercetina, esta apresenta um AGiy de -5,94 kcal/mol e a interacdo
pelo anel B é favorecida. Estes resultados sédo concordantes com os obtidos na literatura
[187], onde também é sugerido um modo de interacao pelo anel B e apresentam um
AGjy de -5,15 kcal/mol. Tal como o substrato, a quercetina interage com o Glul13,
encontrando-se a uma distancia inferior a 3 A. Para além disso, estabelece interacdes
de hidrogénio com os residuos Asplll, Tyrl84, Ser304 e Asp305 e interage por
empilhamento -1 com os residuos Tyr55 e Trp301. Relativamente a quercetina-3-
glucésido, verifica-se que esta pode interagir com a hialuronidase pela glucose, pelo
anel B ou pelos anéis A e C. Apesar do valor de AGig ser mais negativo no caso da
glucose, verifica-se que é nesta situacdo que o ligando fica mais afastado do Glu113 e
que h& perda do empilhamento -1 com a Tyr55. A interacdo pelo anel B é muito
semelhante a da quercetina. A interacdo pelos anéis A e C encontra-se em concordancia
com os resultados obtidos na literatura (onde o valor de AGiy € -6,08 kcal/mol) [143]
embora, neste caso, se verifique um afastamento em relacdo ao residuo Glull3,
guando comparado com a estrutura em que o ligando interage pelo anel B. Deste modo,
a interacao entre a enzima e a quercetina-3-glucosido deve ser parecida ou ligeiramente
inferior a da respetiva aglicona (o que também é sugerido pelos valores de AGiyg), devido
a competicao entre os varios modos de interacéo.

Atendendo aos valores de AGiy, a pseudobase carbinol da cy-3-glc e a
luteolinidina s@o as estruturas que tém maior afinidade para com a enzima, quando

interagem pelo anel B. No caso da cy-3-glc, a interagé@o pelo anel B é favorecida (AGig
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€ mais negativo do que no caso da interacdo pela glucose). Nesta situacdo, o modo de
interacdo do nucleo flavanico € muito semelhante ao da quercetina. O anel B encontra-
se bastante proximo dos residuos Asp111, Glul13 e Tyrl84, e os anéis A e C interagem
por empilhamento -1 com a Tyr55. Quando a cy-3-glc interage pela glucose, esta
regido fica mais proxima do Glull3 e da Tyrl84 e, apesar, do anel B interagir por
empilhamento 1-1m com a Tyr55, esta interagéo ndo € tao favorecida como na primeira
situacdo. Na forma de chalcona, a cy-3-glc apresenta uma afinidade menor para a
enzima. Esta estrutura interage pelo anel B, mas fica bastante mais afastada do Glu113
(distancia superior a 4 A) e perde a interacdo por empilhamento -1 com a Tyr55. Tal
podera dever-se ao facto de esta ter uma maior liberdade de movimento devido a quebra
do anel C e, por isso, ficar mais afastada. Relativamente a luteolinidina, esta também
interage pelo anel B, de um modo muito semelhante a quercetina, embora se afaste
ligeiramente do Glul13 e deixe de interagir com o Asplll. A auséncia da glucose e a
inexisténcia de um grupo OH no local de ligagéo de glucose poderé&o justificar uma
menor interacdo com o centro ativo da enzima relativamente a cy-3-glc e & quercetina
(respetivamente). A luteolinidina na forma de chalcona interage pelo anel B, no entanto
fica bastante mais afastada do Glu113 (distancia superior a 4 A) e perde a interacéo
com a regido Tyr55, Ser303, Ser304 e Asp305. Mais uma vez, a quebra do anel C
podera contribuir para uma maior liberdade de movimento e para uma menor interagédo
com a enzima.

Tendo em conta todos estes resultados, € possivel concluir que, neste caso, a
interacdo com o Glull3 parece ser fundamental para determinar a inibicdo da
hialuronidase, tal como as interacdes estabelecidas com os residuos Tyr55, Asplll
Tyrl84 e Trp301l. Os valores de AGjy complementados pelas varias interacfes
estabelecidas entre a quercetina, quercetina-3-glucosido, forma pseudobase carbinol da
cy-3-glc e luteolinidina com os residuos do centro ativo sugerem uma grande afinidade
para a enzima. No entanto, ambas as formas de chalcona da luteolinidina e da cy-3-gic
revelaram uma menor afinidade, o que indica a sua inferior prevaléncia em solucao.

Estes resultados estdo de acordo com os obtidos experimentalmente para a cy-
3-glc, admitindo que as formas maioritarias em solucéo séo as da pseudobase carbinol,
ja que se verificou uma percentagem de inibicdo elevada para este composto. Para além
disso, estes resultados também sado concordantes com os obtidos para o extrato de
antocianinas de amora. Apesar de este apresentar uma percentagem de inibicdo
superior a da cy-3-glc, é importante ter em conta que outros componentes da matriz

poderdo contribuir para este efeito inibitério, nomeadamente as quercetinas.
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5. Conclusoes e Perspetivas Futuras

5.1. Conclusoes

A execucdo deste projeto revelou-se muito importante para estudar as
propriedades bioldgicas das antocianinas da amora e a sua aplicabilidade em substratos
téxteis.

Através deste estudo, € possivel concluir que o extrato de antocianinas de amora
pode ser usado com sucesso para o tingimento dos substratos téxteis, apresentando
maior eficacia no caso da malha de algoddo comparativamente a poliamida. Neste
trabalho, foram determinadas as condic¢des 6timas de tingimento para o algodéo, tendo-
se verificado que um tingimento realizado a 90 °C com extrato sem ajuste de pH e na
auséncia ou na presenca de mordente (a baixas concentragcbes) parece favorecer o
processo de tingimento (por exemplo, o provete Alg_na@am(4x), L* =26,92, a* = 29,44,
b* = 6,42, AE = 69,11 e com uma percentagem de lixiviacdo de 23,01%). Todas as
técnicas de caracterizacao utilizadas (colorimetria, FTIR-ATR e XPS) confirmaram a
imobilizacdo das antocianinas nos substratos téxteis.

A realizagdo de ensaios de libertagcdo revelou-se determinante para comprovar
gque as antocianinas sao libertadas dos substratos téxteis para o suor artificial, pelo que
estes téxteis poderao exercer o seu efeito funcional na pele. Adicionalmente, os ensaios
de citotoxicidade comprovaram que os substratos téxteis obtidos mostraram nao ter

toxicidade para as células.

Para além disso, através deste estudo, foi possivel concluir que os téxteis
tingidos poderéo ser utilizados para combater o processo de envelhecimento, ja que o
extrato de antocianinas utilizado no tingimento apresenta um efeito inibitério das
enzimas que sdo sobre-expressas durante o envelhecimento (colagenase, elastase,
tirosinase e hialuronidase), diminuindo assim a formacao de rugas e a hiperpigmentacéo

da pele.

Assim, este projeto apresenta resultados bastante positivos que podem ser
abordados de duas formas distintas. Em primeiro lugar, € possivel concluir que as
antocianinas poderdo ser uma alternativa aos corantes sintéticos usados na industria
téxtil, independentemente do efeito funcional esperado. Com 0 mesmo extrato natural e
usando diferentes condi¢Bes de tingimento, foram obtidos téxteis com diferentes cores,
como cor-de-rosa, roxo, cinza, azul, verde e amarelo. Em segundo lugar, os téxteis

tingidos aparentam ter um efeito protetor e antienvelhecimento e poderéo constituir uma
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boa alternativa as formulacdes cosméticas atualmente existentes (dai pertencerem ao

grupo dos cosmetotéxteis).

No que diz respeito a sustentabilidade do nosso Planeta, o uso de antocianinas
no tingimento de substratos téxteis também se revela promissor. Uma parte significativa
da producao agricola resulta em frutas que ndo apresentam o formato, a cor e o calibre
desejados pelo consumidor, 0 que constitui uma das causas do atual desperdicio
alimentar. Assim, a utilizagdo de extratos provenientes de residuos das industrias
agroalimentares na industria téxtil € um processo altamente sustentavel e econémico,
uma vez que permite reduzir os desperdicios de diversas inddstrias e, a0 mesmo tempo,
valorizar varios residuos industriais e diminuir os custos de producao dos téxteis (o custo
de um corante natural é cerca de 15 vezes menor do que o custo de um corante sintético
[188]). Para além disso, a extragéo das antocianinas das amoras é um processo barato
e amigo do ambiente, ja que pode ser realizada em grande escala com recurso a agua.
Dado que os processos de tingimento para as imobilizar nos substratos téxteis também
ja se encontram desenvolvidos na &rea da industria téxtil e sdo economicamente viaveis,
no final, o custo da producdo deste tipo de cosmetotéxteis sera baixo. As novas
tendéncias de mercado mostram que a populacdo procura produtos de origem natural
para utilizar no seu dia-a-dia, pelo que a comercializacdo de téxteis funcionais ou
méscaras faciais com agentes naturais e a precos reduzidos podera ser do interesse

dos consumidores.

Assim, este projeto comprova que, aproveitando a cor das antocianinas e as
propriedades benéficas para a salde, estas poderdo ser consideradas bons
substituintes de alguns pigmentos sintéticos no tingimento de substratos téxteis,

originando produtos visualmente atrativos e com efeitos vantajosos para pele.

5.2. Perspetivas Futuras

Em termos de perspetivas futuras, seria interessante prosseguir este projeto num
contexto mais industrial. Em parceria com o CITEVE ja tém vindo a ser realizados
tingimentos em maior escala e tém vindo a ser avaliadas as caracteristicas
colorimétricas dos téxteis e o seu indice de protecdo UV. Seria interessante prosseguir
com estudos complementares, nomeadamente finalizar o processo de otimizacdo das
condicbes de tingimento em contexto industrial e realizar tingimentos com outros

substratos, como a la.
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Para além disso, seria importante estudar a encapsulacdo das antocianinas em
nanoparticulas inorganicas para incorporacdo em téxteis, como um potencial sistema
de libertacdo controlada destes compostos para as células da pele, de modo a verificar
se este tipo de sistemas torna os cosmetotéxteis mais eficientes.

Por limitagcdes temporais, ndo foi possivel realizar mais ensaios biolégicos; no
entanto, no futuro, seria essencial executa-los, nomeadamente os estudos de transporte
e permeabilidade e os ensaios de cicatrizacdo, usando linhas celulares de queratindcitos
e fibroblastos e recorrendo ao sistema Electric Cell-Substrate Impedance Sensing
(ECIS), bem como arealizagdo de ensaios de quantificagéo de colagénio, elastina, acido
hialurénico e melanina em linhas celulares.

Numa fase mais avancada do projeto, seria fundamental realizar estudos em
voluntérios, de modo a compreender se estes substratos téxteis provocam alguma
reacdo alérgica in vivo.

Para concluir, é possivel dizer que este projeto permitiu demonstrar que as
antocianinas poderdo ser usadas para produzir cosmetotéxteis, que tenham como
principais fungdes prevenir o envelhecimento e contribuir para o bem-estar e satude da
pele. Contudo, é importante referir que ainda serdo necessarios mais estudos neste

sentido, de modo a confirmar todos os beneficios da sua utilizag&o.
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