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RESUMO

Neste trabalho foi desenvolvido um estudo sobre a preparacao de filmes finos de
diéxido de titanio (TiO2) em substrato de laminulas de vidro utilizando o método de
impregnacao forgcada por controle de pressdo e de temperatura. Para a preparacao
dos filmes, utilizou-se a temperatura de 320°C com pressao constante de 1,80 MPa
exposto por periodo de 24 horas. Os filmes obtidos foram caracterizados por
difracédo de raios X que confirmaram a presenca de TiO, na superficie dos substratos
e, a morfologia, analisada por microscopia eletronica de varredura convencional e
por forca de campo de emissao. Os filmes de dioxido de titdnio foram utilizados para
ensaios bacterioldgicos. As variaveis controladas nos ensaios bacteriologicos foram
a temperatura para o0 crescimento das bactérias, o tempo de crescimento, a
esterilizacdo do ambiente e materiais e a qualidade das culturas de bactérias e meio
estéril. A bioatividade do TiO, foi testada com Escherichia coli por um método
padrdo, com crescimento por 24 h a 37 °C e analisada por espectrofotometria de
absorcdo com leituras na faixa de 600 nm. Os filmes mostraram eficiente poder
bacteriostatico inibindo o crescimento da Escherichia coli se comparado com
substratos sem o filme. (3 log Abs = 73,7 com filme contra ) log Abs = 75,0 sem filme
fino E +10™).

Palavras chaves: Filmes finos, bacteriostatico, diéxido de titanio, impregnacéo

forcada



ABSTRACT

This work presents a study on the preparation of titanium dioxide thin films (TiO,) on
a substrate of glass slides using the forced impregnation method for control of
pressure and temperature. A temperature of 320 ° C with a constant pressure of 1,80
MPa was used to prepare the films; the samples were exposed for 24 hours at this
condition. The films were characterized by X-ray diffraction which confirmed the
presence of TiO, on the surface of the substrate and the morphology was analyzed
by conventional and field-emission gun scanning electron microscopy. The films of
titanium dioxide were used for bacteriological testing. The controlled variables in the
bacteriological tests were: the temperature for bacterial growth, growth time,
sterilization of the environment and materials and quality of bacterial medium
cultures. The bioactivity of TiO, was tested with Escherichia coli by standard
method, with growth in an oven for 24h at 37 °C and analyzed by absorption
spectrophotometry with readings in the range of 600nm. The films showed effective
bacteriostatic by growth inhibiting the growth of Escherichia coli compared to
substrates without film. (3 log Abs = 73,7 with film against > log Abs = 75,0 without
thin film E £10™%).

Keywords: Thin films, Bacteriostatic, Titanium dioxide, Forced impregnation
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1 Introducéo

As ceramicas sdo substancias que compreendem todos o0s materiais
inorganicos, ndo metalicos, obtidos geralmente apds tratamento térmico em
temperaturas elevadas. O setor ceramico € amplo e heterogéneo o que induz a
dividi-lo em sub-setores ou segmentos em funcdo de diversos fatores como
materias-primas, propriedades e areas de utilizacéo.

Todavia, a evolucdo do conhecimento cientifico vem permitindo modificacfes
e incorporacdes de novas propriedades aos compostos, dentre elas, o efeito gerado
pela deposicao de filmes finos sobre os materiais vem sendo amplamente utilizado
em diversas aplicacbes [1]. Assim, podem ser produzidos dispositivos
eletrocromicos, fotovoltaicos, fotoluminescentes, sensores, baterias de estado
sélido, células solares, células a combustivel, gravadores e leitores
magneto-opticos [2].

A espessura do filme interfere diretamente na qualidade das propriedades. O
controle da espessura dos filmes estda associado, essencialmente, ao método de
deposicao empregado [2]. As técnicas de deposicdo de substancias em superficies
vitreas podem ser divididas em duas grandes &reas, as técnicas fisicas que
compreendem a evaporacdo térmica e feixe de elétrons, “dip-coating”, radio
frequéncia e feixe de ions de “sputtering” e ablacao a laser e as técnicas quimicas,
gue incluem “spray” pirélise, deposicdo de vapor quimico e 0s processos de
sol-gel [3].

Atualmente, um meétodo diferente de deposicado de filmes finos vem sendo
testado, trata-se da deposicdo de filmes finos por impregnacéo forcada de Oxidos

com pressao elevada [4]. Um das versatilidades desse método refere-se a grande
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variedade de oxidos que pode ser depositado em substratos vitreos, por exemplo,
TiO2, SnO,, Co304, AgO e muitos outros.

O dioxido de titanio tal como o 6xido de prata possuem a propriedade de
serem agentes bactericidas [5]. O TiO, leva vantagem sobre o AgO por ser um
composto de menor custo.

Sendo essa uma pesquisa de grande e especial interesse da sociedade
devido ao grave problema de desinfeccédo dos biofilmes patogénicos que se formam
nos dispositivos médicos e nas superficies de implantes, como também no préprio
problema de infeccdo hospitalar, freqiente em muitos hospitais. A E. coli foi
escolhida porque bactérias Gram-negativas sédo responsaveis por mais de 80 % de
todas as infeccdes [6].

Este trabalho consistiu ha preparacédo de filmes finos de diéxido de titanio em
substratos vitreos, através de uma técnica denominada de impregnacéao forcada de
oxidos com pressdo elevada, onde a nucleacdo necessariamente ocorre na
superficie do substrato em um estagio inicial de deposi¢cdo apds a adsorcdo do po

cristalino e a caracterizacao da bioatividade.
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2 Objetivos

Este trabalho tem por objetivo geral:

Sintetizar filmes finos e ultrafinos de TiO, em substratos vitreos, pelo método
de deposicdo e impregnacéao forcada com alta pressao e alta temperatura avaliando

a bioatividade.

E como objetivos especificos:

- Caracterizar o p6 de TiO; utilizado por difracao de raios X.

- Analisar a morfologia do pé pela técnica de microscopia eletrbnica de
varredura.

- Caracterizar o filme fino obtido por técnica de microscopia eletrbnica de
varredura por campo de emisséo (FEG) para analise da morfologia do filme

- Caracterizar o filme fino por difracdo de raios X para determinagcédo de sua
composicao.

- Preparar filmes finos de di6xido de titAnio em substrato vitreo.

- Testar a bioatividade de TiO, contra bactérias Gram-negativas Escherichia
coli (ATCC 25922).

- Analisar a bioatividade quantitativamente por espectrofotometria de

absorcao.
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- Colaborar no desenvolvimento cientifico de um material com potencial
bactericida ou bacteriostatico para reducdo dos indices de contaminacdo em

hospitais, residéncias, cozinhas industriais, etc.
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3 Revisao Bibliografica

3.1 Vitro-ceramicos

Os vitro-ceramicos sdo materiais microcristalinos obtidos de uma
devitrificagdo quase completa e a investigacdo desses materiais sdo devidas as
propriedades que podem ser alteradas com técnicas de impregnacdo ou pela
dopagem durante os métodos de preparacéo [4].

As propriedades dos vitro-ceramicos sao conhecidas pela sua dependéncia
nas propriedades fisico-quimicas do crescimento de grdos durante sua formacao e
da quantidade de cristais formados na composi¢cdo média do vidro [7].

Normalmente, a melhoria das propriedades desses materiais vitreos, pode ser
mecanica pela alteracdo do médulo elastico, dureza ou tenacidade [8], propriedade
elétrica [9] ou, propriedade 6ptica [10, 11], dentre outras ou uma associacao delas.
E uma das maneiras de modificar as propriedades do vidro consiste em fazer um

revestimento desses materiais para a formagéo de filmes finos.

3.2 Filmes Finos

Os filmes finos podem ser obtidos através de algumas técnicas de deposicao
de substancias, dentre elas estdo: deposicéo eletrolitica [12], deposi¢do por “spin

coating” [13], deposicdo por “spray coating”[14], deposicdo de vapor quimico [15],
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deposicao de evaporacao por feixe de elétrons [16], deposi¢cdo por “sputtering”[17],
deposicao por plasma [18] ou ainda pelo método de deposicao forcada [4].

A técnica de obtencao de filmes finos em substrato vitreo por deposicfes de
solucbes salinas (deposicéo eletrolitica) necessita do efeito da temperatura. Um
exemplo desta obtencédo de filmes em substrato de vidro € descrito no trabalho de
Zhang e seus colaboradores [19] que realizaram estudos da deposicéo de ions Ag *
na superficie de vidros a partir de solucdo de Ag.SO, CuSO, NaSO4 em
presenca de compostos organicos dispersos em 0leo.

Também foi comprovado que as técnicas de “spray” eletrostatico e
“sputtering” (pulverizacdo) podem ser utilizadas para alterar as propriedades fisicas
do vidro, quando os filmes séo constituidos de Al/Zn [20-22]. Onde a técnica de
“sputtering” descreve a transferéncia fisica dos &tomos de um alvo a um substrato,
como resultado de uma transferéncia momentanea. Normalmente, isso ocorre
devido ao bombardeio no alvo por ions de alta energia [3].

A deposicao do ZnO, por técnica de campo elétrico e de plasma, ou ainda, a
adicao direta de dopantes na sintese vitrea, podem alterar as propriedades elétricas
e Opticas do vidro [23].

Outros métodos que podem ser descritos sdo os métodos quimicos de
fabricacao de filme fino, sendo a forma mais simples a de “spray” pirélise em que 0s
fluxos de vapor quimico reagem com um substrato aquecido. Um exemplo comum €&
a obtencao de filme de didxido de estanho,onde o vapor cloreto de estanho (SnCl,)
reage com a superficie de uma placa de vidro, processo realizado em 600°C, para a

formacdo de SnO, com a liberacdo de HCI. Para os compostos mais complexos, o
nao-equilibrio deste tipo de reacéo e as dificuldades de controla-lo fazem o processo

util apenas em um numero limitado de casos [3].
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Outro método quimico também utilizado € a deposicdo por vapor
guimico (CVD) e que tem um grande potencial para fabricacdo de todos os tipos de
filmes de 6xidos e nitretos. Reagentes volateis, como compostos de chumbo, metal-
organicos, tetracloreto de titanio entre outros, sdo transportados através de uma
camara de reacdo, onde o material desejado cresce em equilibrio sobre um
substrato aquecido. As principais vantagens da CVD sé&o: o crescimento de cristais
ocorre durante os processos de deposicdo, as taxas de deposicdo sdo rapidas,
existe um bom controle de composicdo e a deposicdo em superficies pode ser
conseguida em compostos complexos, embora muitas vezes com a desvantagem
de temperaturas de processamento relativamente altas [3].

Um das técnicas mais utilizadas recentemente € o método sol-gel como rota
de processamento para fabricacdo de filmes finos nanométricos devido a sua
simplicidade, suas muitas aplicacdes tecnologicas e sua baixa temperatura de
processamento, 0 que permite 0 uso de certos materiais como substrato. O seu
processo envolve a preparacao de solugcdes mistas de compostos organometalicos
em um solvente organico adequado, onde esta solucdo é hidrolisada para formar
uma solucdo estruturada e ocorre também a adicdo de agentes para ajustar a
viscosidade, a tensao superficial, spin entre outros [3]. Infelizmente o processo sol-
gel a partir de alcéxidos metélicos ou alguns outros precursores metalorganicos
ainda requer temperaturas de processamento em torno de 400 °C para a
cristalizacdo e remocdo de compostos organicos e na producdo de pds ceramicos.
Uma desvantagem do processo sol-gel €, que grandes quantidades de solucdes
devem ser manuseadas e filtradas. Um exemplo da utilizacdo desse método é o
estudo de Bu S.J. e colaboradores [24] que utiliza a técnica de sol-gel para a

formacéao de filmes finos porosos onde a morfologia dos filmes porosos depende
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fortemente da quantidade de agua, dos tipos de solventes e agente complexantes,
da concentracéo e do peso molecular do modelo.

A busca e a necessidade de desenvolver um novo processo de fabricacdo de
filmes finos que fosse mais viavel econdbmico e industrialmente, e que
proporcionasse a producédo de vidros e pos ceramicos de alta qualidade fez com que
surgisse um novo método descrito por Cava S. e colaboradores [4], onde os filmes
finos foram preparados por impregnacéo de pressao do gas e alta temperatura.

Neste método, a nucleacdo ocorre na superficie do substrato em um estagio
inicial de deposicdo apos a adsorcao do po cristalino. Nos processos convencionais,
filmes de substrato de vidro sdo processados por uma tecnologia que mistura o pé
do material de substrato com reforcos antes de cristalizacdo ocorrer, onde, a forca
motriz para a nucleacdo € a reducdo da energia livre devido a transformacéo de
amorfa metaestavel para o estado cristalino em equilibrio.

Os autores descrevem ainda que, os filmes fabricados por esta rota sdo
abastecidos com materiais na forma de precursores de pé cristalino sobre o
substrato antes da recristalizacdo e a nucleagdo ocorre preferencialmente na
superficie do substrato, onde a energia de ativacdo deve ser reduzido a pé /
interface substrato [4].

Esta metodologia mostra-se perfeitamente capaz de formar filmes
vitroceramicos pela impregnacdo sob pressdo de pés ceramicos na superficie do
vidro a uma temperatura abaixo da temperatura de transicdo vitrea (Tg). Quando
distribuidos por uma superficie de vidro, p6 de 6xido de particulas ou nanoparticulas
sdo capazes de disseminar no substrato. Ao longo do tempo e sob o efeito da
temperatura aplicada, as particulas interagem com a superficie vitrea e ocorre a

formacéao de filme fino [4].



20

A partir dessa nova metodologia é possivel a fabricacdo de filmes finos com
menor custo de processamento, sendo assim mais viavel estudar as propriedades
adquiridas pelos vitroceramicos apos a impregnacdo de diferentes 6xidos. Em se
tratando das propriedades dos materiais que podem ser modificadas através das
técnicas de deposicédo de filmes em substrato, esta a da bioatividade.

Estudos recentes [25, 26] relatam sobre a bioatividade encontrada em alguns
oxidos, sendo que quando combinados com a estrutura vitrea, geram vidros com
novas propriedades, como por exemplo, propriedade bactericida (Levam a morte da
bactéria, quando retirada do contato com o substrato, ndo volta a se desenvolver)
e/ou bacteriostatica (Inibe o crescimento da bactéria, quando retirada do contato
com o substrato bacteriostatico, a bactéria volta a se desenvolver). Dentre esses
oxidos, estudos tém apontado para os Oxidos de titanio, 6xido de prata e oxido de
zinco, como eficientes na propriedade bactericida, sejam eles sozinhos ou uma

combinagcdo ambos.

3.3 Di6xido de titanio

Como relatado no trabalho de Bu S. e colaboradores [27], o di6xido de titanio
(TiO,) tem sido um dos materiais fotoeletroguimicos e fotovoltaicos mais atraentes
nas ultimas décadas devido & sua importancia cientifica e tecnoldgica. Os filmes
finos de TiO, séo utilizados para diversas aplicacdes, tais como, fotocatalisadores
[28], condutores transparentes [29], dieletricos [30], filmes eletrocrémicos [31], auto-
limpeza em janelas e revestimentos [32], células fotoeletroquimicas [33], células

solares [34] e ceramicas com caracteristicas piezelétricas [35].
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O didxido de titanio existe em trés modificacdes cristalinas, rutilo, brookita e
anatase. Em cada tipo, o ion de titanio esta coordenado com seis atomos de
oxigénio, que por sua vez estao ligados a trés atomos de titanio, e assim por diante.
Anatase e rutilo possuem geometria tetragonal, enquanto a brookita, ortorrémbica.
Como as formas brookita e a anatase sdo mais instaveis [36], geralmente o metal
titnio € encontrado na forma de dioxido como rutilo. E este tem uma das principais
aplicacdes na area de nanopigmentos onde apresenta em particular, um alto indice
de refracdo, que permite a dispersdo eficiente da luz [37]. A sua absorcdo da luz
ultravioleta confere durabilidade aos produtos e a sua natureza nédo-toxico [36] faz
com que ele possa ser amplamente utilizado em praticamente qualquer aplicacao
sem risco para a saude e seguranca.

Embora o diéxido de titanio seja geralmente encontrado na forma rutilo, a fase
anatase € mais conhecida por apresentar um comportamento fotocatalico melhor
[36]. O didxido de titanio € um material de “bandgap” largo exibindo decomposicao
fotocatalitica e super-hidrofilicidade. O bandgap de energia (3,23 eV) da fase
anatase é mais amplo do que a do rutilo (3,02 eV), a recombinacao de elétrons e
buracos ocorre muito mais rapidamente na superficie da fase rutilo [38].

A razéo para a baixa eficiéncia fotocatalitica em fase rutilo de TiO, € porque a
recombinacdo do par elétron-buraco produzido pela radiacdo UV ocorre mais
rapidamente na superficie da fase rutilo e as quantidades de reagentes e hidréxidos
unidos a superficie da fase rutilo séo menores que os da fase anatase do TiO,. No
entanto, a diminuicdo do efeito fotocatalitico durante a transformacdo da fase
anatase em TiO, rutilo ndo é devido a mudanca na estrutura cristalina, mas
principalmente devido a mudancas na area de superficie especifica e

porosidade [36].
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Uma vez que a atividade fotocatalitica é confinada a superficie do material
fotocatalitico, a sua superficie deve ser aumentada para maximizar esta atividade.
Uma maneira de fazer isso é a sintese de particulas de TiO, em escala nanométrica
para aumentar os sitios na superficie da reacao fotocatalitica [38].

Recentemente, a fotocatalise com base no didxido de titdnio tem atraido muita
atencdo em termos de aplicacbes ambientais, por exemplo, para o desenvolvimento
da auto-limpeza de superficies de edificios, seja pela propria acdo auto-limpante,
gue impede o acumulo de sujeira na superficie, ou pela acdo antifingica, que
impede o crescimento de organismos vivos na superficie do edificio, ou até pela
reducdo de emissdes de gases poluentes, como os NOx (6xidos de nitrogénio, por
exemplo, NO,/NO), que sdo danosos aos pulmdes, pois diminuem a resisténcia a
doencas como gripe e pneumonia, e os COVs (compostos organicos volateis) que
além de produzir poluicdo atmosférica, contribuem para a chuva acida, causando
danos a edificios.

Essa despoluicdo e auto limpeza das superficies e fachadas de edificios sé&o
baseadas em didxido titAnio nanoparticulado ativado em revestimentos e materiais
cimenticios e as aplicagdes incluem anti-sujeira, despoluicdo de contaminantes
COVs e NOx, antifingicos e antimicrobiana, sendo os principais destaques 0s
blocos de construgéo, revestimentos internos, tintas, vestuarios e téxteis [36, 39].

Outra utilizacdo de didéxido de titAnio nanoparticulado que vem sendo
estudada é baseada na propriedade de espalhamento de luz descrito anteriormente.
Devido a esse fendbmeno as nanoparticulas de didéxido de titdnio podem ser
utilizadas para conferir excelente proteccdo UV. Comparado com os absorvedores
UV disponiveis, possui propriedades efetivas como filtro UV sobre o espectro

ultravioleta inteiro (UVC + UVB + AVA), ganhando entdo uma grande aceitacdo para
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uso em protetores solares pois apresenta uma acao efetiva. E devido as
nanoparticulas de TiO,, serem extremamente inertes, sdo seguras para serem
utilizadas junto a pele [36]. A partir dessa caracteristica também é possivel utilizar as
nanoparticulas de TiO, em filmes plasticos para fornecer protecao UV, antifingica e
antimicrobiana para os géneros alimenticios.

Ainda no género alimenticio, sabe-se que a radiacdo UV de luz artificial em
uma mercearia, induz a auto-oxidacéo, por exemplo, de carne e queijo, resultando
numa descoloracdo do alimento. Outra vez a utilizacdo do TiO, mostrou-se eficaz,
agindo como um estabilizador da luz, protegendo o préprio material de amarelar e
retardando a deterioracdo dos alimentos expostos [37]. Um outro exemplo do
potencial das nanoparticulas de TiO, como um filtro UV é encontrado em
acabamentos em madeira clara. A cor original de painéis de madeira podem ser
retidos por um verniz claro feito com nanoparticulas TiO, 0,5 — 4 %. Além de
prevenir o escurecimento da madeira, TiO, ultrafino também melhora o seu tempo
de vida do material.

Uma outra avancada tecnologia que utiliza fotocatalise, oxidacdo UV e TiO,,
surgiu nos Uultimos anos como um método inovador de tratamento de &agua. As
possiveis aplicacdes da tecnologia incluem a degradacdo da matéria organica,
reducao de ions metélicos téxicos e desinfecgéo da dgua [36].

Além disso, UV/TIO, tem sido proposta como uma das melhores tecnologias
de desinfeccéo, porque nenhum composto perigoso (carcinogénico ou mutagénico)
ou halogenado malcheiroso é formado, diferentemente de outras técnicas de
desinfec¢cdo mais usuais, que utilizam reagentes halogenados [40]. Lembrando que

a natureza nao-toéxica do TiO, faz com que ele possa ser amplamente utilizado.
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Segundo Marciano F.R. e colaboradores [25] o didxido de titdnio na forma
cristalina anatase € um forte agente bactericida quando exposto proximo a luz
ultravioleta e aplicado na forma de filme.

Os ensaios antibacterianos realizados contra Escherichia coli (E. coli)
comparados com a forca de adeséo bacteriana as superficies estudadas mostrou
gue a presenca de TiO,, diminui o conteudo de hidrogénio, aumenta a rugosidade
da superficie e com isso os filmes se tornam mais hidrofilicos, com maior energia
livre na superficie, diminuindo a energia interfacial de adesao de bactérias.

Como atividade bactericida o TiO; inicia a sua a¢do por danos oxidativos a
parede das bactérias, uma diminuicdo da energia interfacial de adesédo de bactérias
provoca um aumento na interacao quimica entre a E. coli e os filmes, que é um fator
adicional para aumentar a atividade bactericida, mostrando assim que nano
particulas de TiO, podem ser Uuateis para a producdo de propriedades
antibacterianas [25]. Outro estudo recente [41] relata a influéncia da luz ultravioleta
e da luz fluorescente sob o efeito bactericida do dioxido de titanio. Ao analisar as
amostras, pode-se observar que o0s grupos que contém TiO,, a taxa de
sobrevivéncia bacteriana diminui progressivamente, atingindo 9,4 %, apoés
60 minutos de exposicdao a luz UV e 10,9% apdés 60 minutos de irradiacdo
fluorescente, mostrando assim que a mistura de particulas de TiO, devera revelar-se
eficaz na prevencao da infec¢éo pés-operatoria.

Sabe-se também da utilizacdo do dioxido de titAnio, que vem sendo
disseminada para a sociedade, em tecidos autolimpantes, preparados com sucesso
pelo depdsito e enxerto de nanoparticulas de TiO, via um processo de solucao
aguosa a baixa temperatura. Estes tecidos de algodao revestidos com TiO, possuem

distintas propriedades de limpeza, tais como a atividade bactericida e decomposicao
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fotocatalitica de corantes, mostrando que o TiO, obviamente inibiu o crescimento de
bactérias [26].

Notou-se atividade bactericida do dioxido de titanio, enfocando o desempenho
fotocatalitico e atividade antibacteriana de nitrogénio dopado com TiO, em
nanossistemas com trés e cinco camadas obtidas por sol-gel, seguido por
tratamento térmico em atmosfera de oxigénio ou aménia em temperaturas entre 400
e 1000 °C. Os resultados obtidos mostram uma dependéncia significativa do
desempenho funcional sobre a composi¢cdo do sistema. Em particular, a atividade
antimicrobiana de filmes nitrogénio dopado com TiO, esta correlacionada com a
temperatura de tratamento térmico e tempo de iluminacéo artificial com a luz
visivel [42].

Uma técnica bastante utilizada, estudada por Delgado e colaboradores [43] é
a fabricacdo de filmes finos de dioxido de titanio por técnicas sol-gel, a fim de obter
filmes a serem utilizados em reacdes de fotodegradacdo. Os autores apresentaram
em seus estudos, resultados sobre a caracterizacéo estrutural e 6ptica medidas para
uma série de filmes em que o nimero de camadas e a temperatura de sinterizacdo
foram alterados. Os resultados sobre a atividade fotocatalitica foram obtidos por
imerséo desses filmes em uma solugéo de azul de metileno com a presenca de luz
ultravioleta, que é um padrdo utilizado para caracterizar a eficiéncia da reacdo. A
alta atividade bactericida desses filmes em amostras de &aguas residuais foi
observada subtraindo-se a acao da luz ultravioleta usada, através de medicdes de
gas com a técnica de fotoacustica (PA) [43].

Sabe-se também que a atividade bactericida de TiO, e TiO, nanoestruturados
sao fotoativados, com base nisso Skorb e colaboradores [5] resolveram estudar a

interacéo de filmes de titanio com In,O3 e o efeito da deposicéo de prata combinada
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com outro ion metélico, Ag/Ni nano particulados nas propriedades de filmes
fisiopatoldgicos de titdnio. A atividade de agente antimicrobiano dos filmes foi
avaliada contra Psedomonas fluorescens B-22 (bactéria Gram-negativa) e
Lactococcus lactis ssp. lactis 411 (bactéria Gram-positiva).

A prata no filme de TiO, modificado demonstra uma maior eficiéncia
fotobiocida, aumentando a atividade bactericida da luz UV, que resulta numa
melhoria radical da adsorcdo de microorganismos e a supressao de recombinacao
de portadores de carga fotoproduzidos, sendo observado maior a taxa de inativacao
para P.fluorescens em comparacédo com L. lactis que pode ser explicada em termos
de morfologia comparativa da célula que envolve bactérias gram-negativas e gram-
positivas e da resisténcia das membranas externas contra espécies reativas de
oxigénio geradas por reacdes fotocataliticas [5].

Um dos estudos pioneiros sobre a esterilizacdo fotoquimica de E. coli usando
Pt-TiO, relatada por Mutsunaga e colaboradores [44], trouxe uma nova observagao
da desinfeccdo fotocatalitica realizada com TiO,, ndo s6 para determinar 0s
parametros como: concentracdo de TiO,, intensidade de luz e pH, etc, mas também
para melhorar a compreensdo do mecanismo de desinfeccdo responsavel pela
inativacdo dos microorganismos.

Apesar de uma riqueza de informacdes que tem sido acumulada, ha uma falta
de evidéncias definitivas sobre as principais espécies que sdo responsaveis pela
inativacao fotoquimica do microorganismo, para demonstrar a eficacia das acdes
bactericidas do catalisador TiO,. Essa acdo bactericida do TiO, tem sido
freqientemente atribuida a dois principais oxidantes fotoquimicos: espécies de

radicais OH e espécies reativas de oxigénio (ROS) [45].
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A acdo biocida do fotocatalisador TiO, tem sido reconhecida a partir de
evidéncias experimentais, o que demonstra que o0 processo de desinfeccao
fotocatalitica poderia ser tecnicamente viavel. No entanto, o entendimento sobre o
mecanismo fotoquimico da acdo biocida em grande parte permanece obscura. E
aceito que as espécies reativas de oxigénio e os radicais OH desempenham papel
importante no processo de inativacdo das bactérias, sendo o seu papel no
mecanismo de matar microorganismos investigado constatemente para determinar
se o radical OH atua de forma independente ou em colaboracdo com ROS, e se
esses estdo mesmo relacionados com a inativagdo do microorganismo [45].

Maness e colaboradores [46] também relatam em seus estudos que a
inativacdo da E. coli é causada pelas ROS como resultado de danos na parede
celular e subsequente peroxidacdo dos componentes de fosfolipidios poliinsaturados
da membrana lipidica. No entanto, ndo é citado nenhum agente especifico
responsavel pela inativacdo da E. coli entre os diferentes ROS.

Outro estudo que busca explicacdes para os efeitos bactericidas do filme fino
de TiO, é o trabalho realizado por Chung e colaboradores [47]. Embora o filme fino
de TiO, tenha sido considerado fotocatalitico para muitas das aplicacdes
antimicrobianas vistas até agora e sensivel a fontes de luz, o seu mecanismo de
inativagdo sob diferentes fontes de luz também é relativamente desconhecido. O
trabalho elucida o mecanismo pelo qual o filme fino TiO, fotocatalitico inativa para
Staphylococcus aureus e Escherichia coli sob diferentes fontes de luz, utilizando
uma cultura de células bacterianas e observacdo microscopica de células

bacterianas.
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Os resultados experimentais indicam que 0 comportamento antimicrobiano so
pode ser ativado quando a fonte de luz exibe as emissbes com uma energia que
ultrapassa o limiar de energia da banda de TiO; anatase.

Descobriu ainda que o mecanismo de inativacdo de bactérias Staphylococcus
aureus é diferente da Escherichia coli. O primeiro sofre o descolamento da parede
celular da membrana celular e o outro sofre uma mudanca de padréo nucleoide das
caracteristicas de relaxamento para caracteristicas de condensacéao [47].

Outros estudos [40, 45] também trazem explicacdes sobre os radicais livres
ROS, de como estes agem na estrutura da bactéria e o efeito da exposicdo a
radiacdo UV-A. Esta ultima que pode causar graves alteracbes na estrutura da
membrana, incluindo mudanca nas atividades da enzima ligada a membrana, vias
metabdlicas, sistemas de transporte e alteracdes da permeabilidade, levando a
morte das células bacterianas.

No trabalho de Ibanez e colaboradores [40], foram utilizadas intensidades
sub-letais de UV-A, que ndo produzem normalmente as alteracbes descritas
anteriormente. No entanto a presenca de TiO, durante a irradiacdo provocou uma
inativacdo importante das bactérias Gram (-) ensaiadas. A explicacdo para a
inativacdo € atribuida a geracdo de muitas espécies de radicais livres chamadas
ROS, porém a natureza destas espécies ainda € controversa. Em processos
fotocataliticos na presenca de oxigénio, sdo geradas duas espécies: radicais
hidroxila (OH+) e superoxidos (O,¢-), sendo essas espécies conhecidas por serem
altamente reativas com amostras biologicas. Outras espécies de oxigénio reativo
também tém sido propostos, incluindo peroxido de hidrogénio (H,O,),

hidroperoxil (HO; ).
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Embora um estudo exaustivo ndo tenha sido feito e os mecanismos do
processo ainda sejam desconhecidos, existem algumas evidéncias e sugestdes ja
relatadas ao longo do trabalho sobre os passos que levam a inativacao celular. Nos
primeiros trabalhos, a atividade bactericida foi atribuida a inibicdo da respiracao pela
diminuicdo da formacgéo de sua Coenzima A [48].

Mais tarde, alteracdes foto-induzida, causadas por ROS que causavam um
transtorno significativo nas membranas celulares foram demonstradas, levando
finalmente a ruptura da parede celular e completa morte celular. Kikuchi e
colaboradores [49] sugeriram que radicais hidroxila ndo sdo a Unica espécie
responsavel pelo efeito bactericida, mas também a acéo conjunta do perdxido de
hidrogénio, juntamente com o radical superdoxido podem ser importantes.

Alguns trabalhos atribuem a acéo fotocatalitica do TiO, a peroxidacdo dos
componentes fosfolipideos da membrana lipidica, induzindo a desordem da
membrana celular, seguida de perda de funcbes essenciais como a atividade
respiratoria e morte celular [50].

Trabalhos recentes [51] relatam que os ions dos Oxidos bactericidas afetam
quimicamente as membranas celulares, levando-os a quebrar, as células
bacterianas sado danificadas, onde ocorre a formacédo de “buracos” em sua parede
celular, levando-as a morte, enquanto que as nhanoparticulas do Oxido vdo se
acumulando na membrana bacteriana. A evidéncia mais direta de dano a membrana
ja havia sido descrita por Sunada e colaboradores [52] baseada na destruicao

fotocatalitica simultanea de endotoxina produzida por células.
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3.4 Outros 6xidos e seus efeitos bactericidas.

Entre outros Oxidos bastante estudados pelo efeito bactericida, tem-se o ja
conhecido oxido de prata e o atualmente analisado, o 6xido de zinco que também
vem se mostrando um agente bactericida eficaz.

A elevada atividade bactericida esta relacionada a concentracdo de
nanoparticulas de Ag® imobilizadas na superficie de um filme fino de silica pelo
método de sol-gel contra as bactérias: Escherichia coli e Staphylococcus aureus.
Estima-se que o principal mecanismo de liberacdo de prata em longos tempos é
determinado com base na difusdo de agua na superficie dos poros do filme de silica.
Portanto, as nanoparticulas de Ag" incorporadas perto da superficie do fiime fino
SiO, mostra-se eficaz para ser utilizado em varias aplicacbes com uma atividade
antibacteriana forte e de longo prazo [53].

Outros estudos recentes [54] relatam a bioatividade da prata quando
associada com outros compostos, como por exemplo, na formacdo de uma
membrana bioceramica de Ag-TiO,/hidroxiapatita (HAP, Caio(PO4)s(OH)2) / Al,O3.

A membrana preparada foi caracterizada como uma estrutura de membranas
microporosas, com média de 0,8 um de diametro dos poros e camada com uma
espessura de 10 um quando preparada em substrato de alfa-Al,Os.

A camada de HAP e Ag-fotocatalisador TiO, na inativacdo de Escherichia coli
(E. coli) em suspensdo. HAP agiu como um eficaz absorvente de alta bacteriana,
enquanto Ag-TiO; tinha poderoso ataque fotocatalitico para cepas de E. coli.

A remocédo de E. coli ainda foi analisada com iluminagéo ultravioleta e no
escuro, onde pode-se observar, uma melhora de 71,7 % na eficacia bactericida ap6s

exposicdo de 1 hora sob a luz ultravioleta, se comparado com o escuro. Estes
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resultados mostraram que esta membrana apresenta propriedade antiincrustantes,
que podem integrar multifuncbes como: separacdo por membranas, adsorcédo de
bactérias e inativacdo fotocatalitica, o que sugere grande potencial para o
tratamento antibacteriano das aguas subterraneas e agua potavel [54].

Outro estudo [55] também interessante € uma técnica simples, aumentar a
eficacia da acéo bactericida em substratos de tecido (algodéao, celulose) por enxerto
nano conjugado de prata com TiO,, através do ligante enediol, colagem de 6xido de
metal e resina de desidratacdo. O tratamento garante que 0s hanoconjugados estao
ligados covalentemente aos materiais do substrato de tecido.

O teste desses substratos em diversas lavanderias, utilizando a bactéria
Escherichia coli por via aquética, obteve-se resultados satisfatorios em relagdo a
inibicdo da bactéria, se comparado com amostras que continham somente TiO,.
Este estudo ainda mostra a influéncia da Irradiacédo solar, onde apdés 60 minutos de
irradiacao solar, a eficiéncia global bactericida atingiu 96% apds 7,5 horas de cultura
e apbs 60 minutos de irradiacao solar de luz artificial, a eficiéncia global bactericida
atingiu 99 % [55].

Akhavan [56], mostra em seu estudo a fotodegradacdo de bactérias
Escherichia coli na presenca de nanocompdsito Ag-TiO,/Ag/a-TiO, na forma de
filme, investigando na luz visivel e nas irradiacbes de luz solar. O filme
nanocomposito foi sintetizado por deposicédo sol-gel de uma camada de prata de
30 nm em uma camada de TiO, anatase formando um filme de aproximadamente
200 nm .

A atividade antibacteriana do filme nanocompasito contra a bactéria E. coli foi
5,1 vezes mais forte do que a atividade do TiO,, no escuro. A foto-atividade

antibacteriana do filme nanocompdsito expostos a luz solar foi medida de 1,35 e
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6,90 vezes melhor do que a atividade do Ag/a-TiO, e TiO,, respectivamente. O
principal mecanismo de liberacdo de ions prata foi inter-difusédo de nanoparticulas de
prata e 4gua através dos poros da camada de TiO».

A durabilidade do filme nanocompdsito foi de pelo menos 11 vezes maior do
que o filme Ag/a-TiO,. Chegou-se a conclusdo que o fotocatalisador Ag-TiO,/Ag/a-
TiO, pode ser nomeado como um material nanocompésito muito eficaz e de
duradoura atividade antibacteriana [56].

Applerot e colaboradores [57], mostraram que nanoparticulas de ZnO
depositadas na superficie de uma lamina pela irradiacdo ultra-som apresentam uma
atividade antibacteriana para culturas de Escherichia coli (Gram-negativas) e
Staphylococcus aureus (Gram positivas) mesmo que a relacdo superficial de
filme/vidro seja de 0,13 % (% m / m).

O trabalho realizado por Mosnier e co-autores [58], descreve a interacdo do
metal com a bactéria e mostra que um filme de ZnO de 2 pm de espessura
depositado por laser, a temperatura ambiente em uma planicie de substrato de vidro
soda cal, apresenta elevada atividade antibacteriana para a bactéria Staphylococcus
epidermidis quando iluminados por uma fonte de luz UVA, para comprimentos de
onda de cerca de 36 nm.

O filme depositado apresentou superficie de rugosidade RMS de 49,7 nm
que, apés ataque de raios UV, passou a ser de 68,1 nm. Com base nestes dados,
propds-se um modelo para a mediacdo da atividade bactericida em que a geracéo
de fotons de espécies altamente oxidantes e a presenca de sitios ativos gerando
defeitos de superficie desempenham um papel importante nessa caracteristica

bactericida [58].
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Todos os métodos e estudos descritos para tais 6xidos sdo de grande e
especial interesse da sociedade devido ao grave problema de desinfeccdo dos
biofilmes patogénicos que se formam nos dispositivos médicos e nas superficies de
implantes, como também no préprio problema de infeccdo hospitalar, freqiente em

muitos hospitais.

3.5 Bactérias

As bactérias sdo geralmente microscépicas ou submicroscopicas (detectaveis
apenas com uso de um microscopio eletrénico) e suas dimensdes variam de 0,5 a
5 um. Elas s@o os organismos mais bem sucedidos do planeta em relacdo ao
numero de individuos [59].

A quantidade de bactérias no intestino de uma pessoa € superior ao numero
total de células humanas no corpo da mesma, por exemplo. Uma quantidade de
10%? bactérias ocupam 1 cm® e pesam cerca de 1 g. A contribuicdo dessas
pequenas particulas para a turbidez de uma suspenséo é tdo grande, que um fluido
transparente como a urina torna-se visivelmente opaco quando a quantidade de
bactérias é superior de 1 a 10 milh6es por mL. Cada ser humano carrega
geralmente uma enorme quantidade de bactérias no intestino grosso, cerca de 10 a

100 trilhdes [60].
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3.5.1 Classificagcdo Gram

Muito usada para identificar bactérias, € feita com base em uma técnica de
coloracdo desenvolvida pelo microbiologista dinamarqués Hans Christian Gram, a
técnica de Gram; dividindo as bactérias em dois grupos:

o Gram-positivas: Bactérias Gram positivas protegem sua membrana
citoplasmatica com uma parede celular espessa. O principal componente da parede
€ um polimero complexo, chamado mureina. Esta cinta rigida de mureina permite a
bactéria sobreviver num meio com pressdao osmoética menor que a de seu
citoplasma, resistem também a compostos nocivos, inclusive sais biliares e pode ser

observada na fugira 3.1 [61].
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Figura 3.1 Caracteristicas da parede celular de uma bactéria Gram-positiva [61].
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Pelo emprego da coloracdo de Gram, tingem-se na cor purpura ou azul quando
fixadas com cristal violeta, porque retém esse corante mesmo sendo expostas a
alcool.

* Gram-negativas (Figura 3.2): as bactérias Gram negativas tem uma solucao
diferente para o problema da protecdo da membrana citoplasmatica. Essas bactérias
possuem uma estrutura completamente diversa, uma parede celular mais delgada e
uma segunda membrana lipidica - distinta quimicamente da membrana plasmatica -
no exterior desta parede celular de mureina. Essa membrana € capaz de resistir a
danos por diversas substancias quimicas e de um modo geral, as Gram-negativas

Sao mais resistentes a muitos antibioticos, especialmente a penicilina [61].
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Figura 3.2 Caracteristicas da parede celular de uma bactéria Gram- Negativas [61].

No processo de coloracdo o lipidio dessa membrana mais externa €
dissolvido pelo alcool e libera o primeiro corante: cristal violeta. Ao término da
coloragéo, essa células séo visualizadas com a tonalidade rosa-avermelhada do

segundo corante, safranina que |Ihes confere apenas a coloracao vermelha.
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A Escherichia coli € uma bactéria bacilar Gram-negativa que, juntamente com
a Staphylococcus aureus é a mais comum e uma das mais antigas bactérias
simbiontes do homem. E entre as principais doencas causadas por ela estdo a
toxiinfeccdo alimentar, que pode levar a uma gastroenterite; infeccbes no trato
urinario, frequentes em mulheres jovens; peritonite, quando ocorre a perfuracdo da
parede intestinal e a mortalidade é alta; meningite, onde a maioria dos casos ocorre
em recém-nascidos; infeccbes de feridas; e € uma das responsaveis pela infeccéo
hospitalar e que causam 15% dos casos fatais de septicémia, contra 20% por
Staphylococcus aureus [59].

Para sobreviver em alguns ambientes e condicdes, as bactérias ndo cessam
todas as atividades metabdlicas quando param de crescer. Podem ao contrario,
diminuir o crescimento total, mas continuar algumas atividades sintéticas que Ihe
permitam fabricar compostos especificos, necessarios para a adaptacdo ao meio. A
E. coli, quando exaurem a glicose, continuam a realizar baixos niveis de sintese
proteica, suficiente para adapta-las a utilizacdo de outros nutrientes, como outros

acucares, que podem estar presentes no ambiente em que se encontram [59].

3.5.2 Crescimento e suas fases

As bactérias podem se reproduzir com grande rapidez, dando origem a um
namero muito grande de descendentes em apenas algumas horas. Essa
reproducéo pode ocorrer por divisao celular das bactérias: a divisao binaria, onde os
componentes sao duplicados para serem divididos em duas novas células ou as
vezes por brotamento, onde uma nova célula se desenvolve a partir da superficie de

uma célula preexistente e, subsequente, se separa da célula-méae [62].
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Os organismos mostram quatro principais fases de crescimento: (1) fase
lag, (2) fase log, (3) a fase estacionaria e (4) a fase de declinio ou de morte.
Estas fases formam a curva-padrdo de crescimento bacteriano e esta

representada na figura 3.3.
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Figura 3.3 Curva-padréo de crescimento bacteriano.

A curva-padrao de crescimento bacteriano € composta das seguintes fases:

(1) Fase Lag: Fase de adaptacdo metabdlica ao novo ambiente; o metabolismo
celular esta direcionado para sintetizar as enzimas requeridas para o crescimento
nas novas condi¢cdes ambientais encontradas pelas células. O numero de individuos
nao aumenta nesta fase, podendo até mesmo decrescer. A duracdo desta fase
depende das condicbes ambientais nas quais as células se encontravam
anteriormente. A fase lag sera tdo mais longa quanto maiores as diferencas de
composicdo do ambiente anterior ou se a populacdo for constituida de bactérias

esporuladas [62].
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(2) Fase Log: Fase na qual o niumero de células da populacdo dobra a cada
geracdo. Esta taxa de crescimento ndo pode ser mantida indefinidamente em um
sistema fechado. Apdés um determinado periodo de crescimento exponencial, as
condicbes ambientais tornam-se desfavoraveis pela escassez de nutrientes
essenciais, acumulo de metabdlitos téxicos e limitacdo de espaco. A duracdo dessa
fase é altamente variavel dependendo tanto das caracteristicas genéticas da

bactéria quanto das condi¢cdes ambientais [62].

(3) Fase estacionaria: Fase em que a taxa de crescimento diminui
significativamente devido as condi¢cdes limitantes do meio. As células continuam
metabolizando e se dividindo, mas parte das células torna-se inviavel e a taxa de
divisdo celular € muito préxima da taxa de morte celular, o que mantém constante o
namero de células viaveis na populacdo. A curva de crescimento atinge um platd. A
duracdo da fase estacionaria depende do balanco entre a taxa de divisdo celular e o
namero de células que vao se tornando inviaveis (morte celular ou incapacidade de
se dividir) devido as condicbes ambientais tornarem-se progressivamente

desfavoraveis [62].

(4) Fase de declinio: Fase em que as células perdem a capacidade de se dividir,
a taxa de morte celular torna-se maior que a taxa de divisdo e o numero de células
viaveis decresce exponencialmente até a completa extincdo da populacédo. Nesta
fase muitas células assumem formas incomuns. Em bactérias formadoras de

esporos sobrevivem mais esporos que células vegetativas. A duracédo desta fase é
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variavel dependendo tanto das caracteristicas genéticas da bactéria quanto das

condicbes ambientais [62].
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4 Materiais e Métodos

A metodologia deste trabalho foi desenvolvida através das seguintes etapas:

4.1 Etapa 1: Caracterizagéo do TiOy:

Utilizou-se o diéxido de titdnio comercial (Synth 91 %) que foi caracterizado
pelas técnicas de difracdo de raios X e microscopia eletrdnica de varredura (MEV).

A técnica de difracdo de raios X (Shimadzu XRD6000) foi realizada na faixa
de 20 ° a 80 ° com varredura de 0,02 °/min, para determinacéo das fases formadas.
Dos difratogramas obtidos para o dioxido de titanio, calculou-se o tamanho médio
de cristalitos pela equacao de Scherrer.

(equagéo 4.1) [65].

Tamanho médio de cristalitos= (4.1)

f.cosé

Onde K é o formato médio de cristalitos, valor considerado 0,9 devido ao formato
dos cristais ndo serem perfeitamente esféricos, A € o comprimento de onda, 3 é a
largura a meia altura do pico e 6 é a posicao do pico

A andlise de sua morfologia foi investigada por microscopia eletrdnica de

varredura (MEV) usando o equipamento Shimadzu - SSX-550 Superscan.
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4.2 Etapa 2: Preparacédo do filme no substrato vitreo:

O filme fino de TiO, comercial foi produzido pelo método de impregnacao
forcada de 6xidos com elevada pressao. Para a formacao desse filme fino, um forno
especifico foi confeccionado, o qual suporta altas pressées e altas temperaturas.

Primeiramente os substratos vitreos foram devidamente limpos na seguinte
ordem com a utilizacdo de um aparelho de ultrassom: lavagem com detergente
basico diluido em &agua, seguida de uma lavagem em detergente neutro também
diluido em agua e duas lavagens em agua destilada, com o propésito de retirar
matéria organica e mineral, garantindo limpeza total, sem deixar residuos. Os
substratos foram secos naturalmente e guardados separadamente em embalagens
plasticas.

Depois de limpos, o substrato coberto com diéxido de titanio foi submetido a
um tratamento térmico na temperatura de 320 °C com pressdo constante de

1,80 MPa exposto por um periodo de 24 horas.

(a) (b)

Figura 4.1 Mecanismo do processo de impregnagcédo de TiO, usando alta

pressédo em baixa temperatura em fungéo do tempo, a) Ty b) T;. [66]
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Em seguida os substratos vitreos foram lavados em banhos ultrassénicos

com alcool isopropilico, repetindo o processo com agua destilada.

4.3 Etapa 3: Caracterizacédo do filme:

Os filmes resultantes deste tratamento térmico foram caracterizados por
técnica de difracdo de raios X com baixo angulo (Shimadzu XRD6000). A morfologia
dos filmes foi avaliada através da microscopia eletrénica de varredura por campo de

emissao “field emission gun” (FEG) (Zeis Supra 35).

4.4 Etapa 4: Bioatividade do TiO,

Para o teste bactericida foi realizado um método padrdo para analise de
atividade bactericida. O seguinte microorganismo foi utilizado: E. coli (ATCC 25922),
a qual é Gram—negativa. E. coli foi escolhida porque bactérias Gram-negativas sao
responsaveis por mais de 80 % de todas as infeccdes [3].

Primeiramente as bactérias encontradas em estoque foram inoculadas em
meio liquido (caldo nutriente), por um periodo de 24 horas a temperatura de 37 °C.
Apbés esse periodo as bactérias crescidas foram inoculadas em Agar
Nutriente (0,1 % Agar), para formacdo de colbnias e avaliacdo da pureza da
linhagem bacteriana pelo mesmo periodo de tempo e igual temperatura.

ApoGs este processo de ativacdo, as culturas foram crescidas em 100 mL de
Caldo Nutriente (meio rico) em frascos de 250 mL durante 24 horas a 37 °C. Para
realizacdo do experimento foram utilizadas 10 repeticdes para cada tratamento,

sendo esse 0 minimo necessario para se obter resultados estatisticamente precisos.
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As aliquotas retiradas foram de 300 L, tanto do meio de cultura quanto do

meio estéril para a realizacao do procedimento conforme a tabela 4.1.

Tabela 4.1 Tratamentos

bacteriostatico do filme fino (fase 1)

utilizados para avaliar

efeito bactericida/

Cultura de
Tratamento Filme fino Pré- esterilizacao bactéria
1 Sim Sim Sim
2 Sim Sim Nao
3 Nao Sim Sim
4 Nao Sim Nao
5 Sim Nao Sim

Os tratamentos foram incubados durante 24 horas numa estufa a 37 °C, apés

esse periodo realizou-se as leituras das absorbancias, 100 pL foram retirados das

amostras e adicionados 900 pL de salina 0,9 %, sendo realizadas as leituras em

espectrofotometro a 600 nm. A tabela 4.1 pode ser representada pela figura 4.2 a

seqguir:
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Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3
Cultura Meio Estéril Cultura
Filme fino Filme fino Sem
Filme fino
Esterilizada Esterilizada Esterilazada

Experimento 4 Experimento 5
Meio Estéril Cultura
Sem
Filme fino Filme Fino
Esterilizada NZo esterilizada

Figura 4.2 Representacdo esquematica da fase 1 do experimento.

Para a continuidade do experimento, aliquotas de 100 pL dos tratamentos
anteriores foram inoculadas em tratamentos sem o filme fino (tabela 4.2), com pré-
esterilizacdo, adicionando 200 pyL de meio de cultura e estéril, o experimento foi
incubado durante 24 horas a 37 °C. Leituras foram realizadas em espectrofotdmetro

como descritas anteriormente.
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Tabela 4.2 Tratamentos utilizados para avaliar efeito bactericida/

bacteriostatico do filme fino (fase 2).

Cultura de
Tratamento Filme fino Pré- esterilizacao bactéria
1 Néao Sim Sim
2 Nao Sim N&o
3 Nao Sim Sim
4 Nao Sim N&ao
5 Nao N&o Sim

Desta forma, foi possivel avaliar a bioatividade de filmes finos e ultrafinos de
diéxido de titAnio em substrato vitreo obtido via processo de impregnacdo forcada
por controle de pressédo e de temperatura

A fase 2 do experimento foi realizada com o objetivo de averiguar se o filme
formado é bactericida ou bacteriostatico, onde um aumento nos valores obtidos de
leituras de absorbancia indica um crescimento das bactérias (ou seja, o filme é
bacteriostatico), ja se os valores se mantiverem proximos e/ou iguais podem indicar
a morte e inativacdo das bactérias (filme bactericida).

Classificou-se ainda os tratamentos e as fases 1 e 2 conforme a tabela 4.3 a

seqguir:
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Tabela 4.3 Tabela comparativa entre tratamentos para analise da

bioatividade.
Ensaio Resultado Hipotese
3-1 3>1 Taxa de sobrevivéncia — com inibicédo
3-1 3=1 Taxa de sobrevivéncia — sem inibicédo
2 - Controle qualidade do filme
3 100% Controle qualidade da bactéria
4 0% Controle qualidade do meio
Fase 1 = Fase 2 Es;?;iiit;icéinr:teente Filme bactericida
Fase 1< Fase 2 Ests?;irs;it]iﬁzzrrr:teente Filme bacteriostatico
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5 Resultados e Discussodes

Para a determinacdo da composicao do po utilizado utilizou-se as técnicas de

difracdo de raios X (Figura 5.1) e microscopia eletrbnica de varredura (Figura 5.2),

respectivamente.
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Figura 5.1 Difratograma de raios X de amostra do p6é de TiO, em substrato

vitreo.

O difratograma representado na figura 5.1 serve para caracterizar a
composicdo monofasica do Oxido utilizado, onde pode se perceber 0s picos
caracteristicos do TiO, puro na fase rutilo com base nos cartdes JCPDS (“Joint

Committee on Powder Diffraction Standards”).
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E através do difratograma (Figura 5.1) pode-se calcular o tamanho médio de
cristalito do p6 pela equacédo de Scherrer (equacao 4.1). Onde o dioxido de titanio

apresentou um tamanho médio de cristalito, na ordem de 11,4 nm.

A micrografia da figura 5.2 apresenta a morfologia do dioxido de titanio,

guando caracterizado por MEV.

Figura 5.2: Microscopia eletronica de varredura do p6 de TiO;

Apés a preparacao do substrato e deposicao do filme através da metodologia
ja descrita nesse trabalho, foi possivel caracterizar o filme fino de TiO, com a técnica
de difracéo de raios X em baixo angulo (figura 5.3) e os resultados, comparados aos

cartdes JCPDS (“Joint Committee on Powder Diffraction Standards”).
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Figura 5.3 Difratograma de raios X de amostra de filme fino de TiO, em

substrato vitreo.

Os picos do difratograma da figura 5.3 s&o indicativos da presenca do filme na
forma de Oxido para o pé utilizado, o TiO,, e indicam novamente a fase tetragonal
rutilo. Sabe-se que a superficie do filme resultante é diretamente influenciada pela
morfologia do po6 utilizado, sendo que o poé fino, de preferéncia nanopods, é
impregnado com maior éxito devido a sua elevada reatividade e area de superficie, o
que facilita a formacéo do filme na superficie do substrato devido a uma nucleacéo
mais rapida [1].

A propriedade morfologica do filme fino de TiO,, foi avaliada por microscopia
de “field emission gun” (FEG) e esta representada nas figuras 5.4 € 5.5.

A figura 5.4 é uma secao transversal do substrato vitreo, onde se pode

analisar a espessura nhanométrica do filme fino formado.
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I 100nm IQ-UNESP 3/23/2010
X 150,000 6.0kV SEI SEM WD 7.9mm 2:48:59

Figura 5.4. Microscopia de FEG do filme fino de TiO, formado em substrato

vitreo, vista lateral do substrato.

Ja na figura 5.5 tem-se uma imagem da superficie do substrato, representada

pelas particulas de dioxido de titanio que recobrem a superficie do substrato vitreo.
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] 100nm IQ-UNESP 3/23/2010
X 100,000 2.00kV SEI SEM WD 7.8mm 12:01:26

Figura 5.5 Microscopia de FEG do filme fino de TiO, formado em substrato

vitreo, vista da superficie do filme.

A figura 5.4 comprova a formacao do filme fino e sua possivel espessura que
€ muito inferior a 45 nm, podendo assim, ser considerado filme ultrafino. Ja na figura
5.5 é possivel analisar a morfologia desse filme de TiO».

Sugere-se que a formacédo do filme fino ocorre devido a troca idnica induzida,
gerando um aumento na cristalizagdo vitrea, onde os ions do Oxido utilizado
substituem alguns atomos presentes na rede do vidro, desde que estejam em
concentragcbes apropriadas, que por sua vez, resultam no aumento da solubilidade
em relacdo aos cristais formadores do vidro [64].

Isto afeta o equilibrio termodindmico do sistema formador do vidro, o qual,
acima da Tg é considerado um equilibrio metaestavel (solucéo liquida), levando a

uma solugdo supersaturada, provocando a precipitacdo dos cristais
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correspondentes [63]. Neste caso, o vidro fundido e a formacdo de sais de soédio
soluveis facilitam a impregnacao de pGs na superficie vitrea [64].

O aparecimento dos pequenos graos de o6xidos na superficie do vidro esta em
conformidade com a dimensao do Oxido utilizado. Desta forma, acredita-se que, ao
mesmo tempo em que a pressao exerce a funcado de gerar o contato da interface, a
temperatura e o tempo séo facilitadores da difusdo dos gréos de éxidos na superficie
do vidro.

Apods a obtencdo do filme fino e a comprovacdo de sua formacao, foram
realizados os testes para analisar a bioatividade do filme de TiO,.

Primeiramente analisou-se o crescimento da Escherichia coli com auséncia
de inibidores, para se obter uma curva de crescimento padrdo na qual € possivel
analisar as fases de crescimento bacteriano (Figura 5.6). A cultura foi padronizada
partindo de uma absorbancia inicial de 0,05 nm, acompanhou-se o0 crescimento da
bactéria, retirando aliquotas de 1000 pL a cada duas horas para realizar novas

leituras.
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Figura 5.6 Curva de crescimento padrdo bacteriano para a E. coli.

E possivel observar na curva, que a E. coli ndo apresentou a fase lag, fase
em que a bactéria se adapta ao meio e o crescimento é lento, isto se deve ao fato da
cultura ter sido previamente crescida em outro meio antes da padronizagdo para o
inicio da curva.

Outro comportamento da E. coli observado € seu rapido crescimento, pois em
aproximadamente 6 horas apds a inoculacdo ela jA se apresentava em fase
estacionaria, onde a divisdo celular decresce a um ponto em que novas células séo
produzidas com a mesma velocidade com que as células antigas morrem, e 0 meio
contém uma quantidade limitada de nutrientes e podendo conter residuos toxicos.

E possivel também analisar a morfologia da Escherichia coli através da

microscopia eletronica de varredura (Figura 5.7).
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Figura 5.7 Microscopia eletrbnica de varredura da E. coli [67]

Ao observar a figura 5.7 é possivel ver a forma caracteristica de bacilo da
Escherichia coli. Os bacilos tém forma de bastonetes, podendo apresentar
extremidades retas (Bacillus anthracis), arredondadas (Salmonella, E. coli), ou ainda
afiladas (Fusobacterium). Como seu plano de divisdo é fixo, ocorrendo sempre no
menor eixo, 0s bacilos exibem uma menor variedade de arranjos, sendo, via de
regra encontrados isolados, como diplobacilos ou ainda como estreptobacilos [62].

O tamanho e a forma de algumas bactérias pertencentes a mesma categoria
podem variar, pois dependem dos nutrientes presentes no meio. Por exemplo, num
meio abundante de nutrientes a divisdo celular é rapida e os bastonetes séo
freqientemente duas vezes maiores do que aqueles em meios com suprimento

moderado de alimentos.
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Depois de observar a morfologia da bactéria apresentada pela literatura na
figura 5.7 e da andlise do crescimento da E.coli, pode-se testar a bioatividade do
filme e para isso foram realizadas 10 repeticbes para cada tratamento (descritos no
item 4.4 - etapa 4). Apos o periodo de crescimento de 24 horas em uma estufa a
37 °C, realizaram-se as leituras de absorbancias da primeira fase dos tratamentos,

conforme a tabela 5.1, que traz os dados de um dos experimentos realizados.

Tabela 5.1 Valores de absorbancia encontrados para os tratamentos na

fase 1 (absorbancia x 10° E +10%).

Tratamento | Tratamento | Tratamento | Tratamento | Tratamento
1 2 3 4 5
2,0 0,0 2,5 0,5 1,0
2,0 0,0 1,5 0,5 1,0
1,5 0,0 2,5 0,5 1,0
1,5 1,0 1,0 0,0 1,0
1,0 0,5 1,5 0,0 15
15 15 1,5 0,5 1,0
1,0 0,5 1,0 0,5 1,5
2,0 0,5 3,0 0,0 2,0
0,5 0,0 2,5 0,0 1,0
2,0 0,0 2,5 0,5 2,0
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Os resultados encontrados na tabela 5.1, apresentam os valores de
absorbancia encontrados ap6s um periodo de crescimento das bactérias. Nota-se
gue os controles de meio estéril tratamento 2 (filme + meio estéril + esterilizacdo) e
tratamento 4 (sem filme + meio estéril + esterilizacado) apresentaram valores entre 0
e 1,5x10° nm, mostrando assim que a contaminacdo externa foi minima nos
tratamentos.

Os valores do tratamento 3 (sem filme + cultura + esterilizacdo - média de
1,9 x10? nm) mostram um maior crescimento das bactérias se comparado com o
nimero 1 (filme + cultura + esterilizagdo - média de 1,5 x10% nm) e o nimero 5 (filme
+ cultura + sem esterilizacdo média de 1,3 x10> nm). Porém esses valores ndo
trazem a quantidade aproximada de células existentes nas aliquotas retiradas.

Os valores de absorbancia entéo foram multiplicados por 10° para encontrar o

numero de células de E. coli existentes em cada tratamento, conforme a tabela 5.2.



Tabela

5.2 Numero de células em cada tratamento na fase
(Absorbancia X 10° E +10°).
Tratamento | Tratamento | Tratamento | Tratamento | Tratamento
1 2 3 4 5
2,0 0,0 2,5 0,5 1,0
2,0 0,0 1,5 0,5 1,0
1,5 0,0 2,5 0,5 1,0
1,5 1,0 1,0 0,0 1,0
1,0 0,5 1,5 0,0 1,5
15 15 1,5 0,5 1,0
1,0 0,5 1,0 0,5 15
2,0 0,5 3,0 0,0 2,0
0,5 0,0 2,5 0,0 1,0
2,0 0,0 2,5 0,5 2,0
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1

A partir do numero de células tornou-se possivel analisar os resultados da

acao do filme, porém o calculo do log faz com que a andlise tenha maior precisao.

Desta forma, calculou-se a somatéria do log (tabelas 5.3) para efeito de

comparacao com a fase 2 (repeticdo dos tratamentos da fase 1 na auséncia de

filme).
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Tabela 5.3 Log dos resultados e somatéria do log para a fase 1 do

experimento ( E +10™).

Tratamento | Tratamento | Tratamento | Tratamento | Tratamento
1 2 3 4 5
7,3 0,0 7,4 6,7 7,0
7,3 0,0 7,2 6,7 7,0
7,2 0,0 7,4 6,7 7,0
7,2 7,0 7,0 0,0 7,0
7,0 6,7 7,2 0,0 7,2
7,2 7,2 7,2 6,7 7,0
7,0 6,7 7,0 6,7 7,2
7,3 6,7 7,5 0,0 7,3
6,7 0,0 7,3 0,0 7,0
7,3 0,0 7,3 6,7 7,3
71,5 34,3 72,5 40,2 71,0

Realizou-se entdo a segunda etapa da andlise da bioatividade do TiO»
(fase 2), agora os tratamentos foram realizados na auséncia de filme fino a fim de se
obter resultados que comprovassem o efeito bactericida e/ou bacteriostatico do
filme. Sendo que um aumento nos valores obtidos das leituras da absorbancia indica
um crescimento das bactérias, ja se os valores se mantiverem proximos e/ou iguais
podem indicar a morte ou 0 ndo crescimento das bactérias, podendo assim realizar

uma classificagao da bioatividade do filme.
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A tabela 5.4 traz os resultados das leituras de absorbancia para a fase 2 do
experimento realizado apdés um periodo de 24 horas numa estufa a 37°C com

auséncia de filme fino.

Tabela 5.4 Valores de absorbancia encontrados para os tratamentos na

fase 2 (absorbancia X 10% E + 10%).

Tratamento | Tratamento | Tratamento | Tratamento | Tratamento
1 2 3 4 5
0,5 0,0 3,0 2,0 4,5
3,0 1,0 4,0 0,5 3,0
3,0 2,0 2,0 1,0 1,0
3,0 0,0 3,0 0,0 1,5
1,0 15 2,5 5,0 3,0
5,0 1,0 3,5 1,0 2,5
1,0 0,0 2,0 0,0 1,5
1,5 0,5 1,5 1,0 1,5
1,0 0,0 5,0 0,0 4,0
1,5 1,0 2,0 0,0 1,0

Dos resultados de absorbéancia obtidos para a fase 2 podemos perceber que
0 crescimento das bactérias no tratamento 1 (sem filme + cultura + esterilizagdo na
fase 2 - média de 2,0 x10°> nm) é estatisticamente insignificante, sendo a diferenca

entre a fase 1 (com filme) e a fase 2 (sem filme) é de aproximadamente 0,5 x10? nm.
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No experimento 3 (sem filme + cultura + esterilizacdo), as bactérias continuam a
crescer, comparando-se a fase 1 (tratamento 3 sem filme - 1,9 x10?> nm) com a
fase 2 (tratamento 3 sem filme — 2,8 x10% nm). J& no experimento 5 (sem filme +
cultura + sem esterilizacdo na fase 2), onde ndo € realizada a esterilizacdo do
substrato vitreo, acredita-se que este seja o0 motivo do aumento da concentracéo de
células bacterianas, pois o substrato sem filme adicionado pode estar contaminado e
gquando em contato com um meio rico em nutrientes desenvolve o crescimento
desses organismos presentes em sua superficie, interferindo assim no resultado,
onde a fase 1 (com filme - 1,3 x10? nm) possui um 6timo resultado, em contraste a
fase 2 (sem filme — 2,3 x10° nm) mostra um grande aumento no valor da
absorbancia, comparado com o tratamento 1 (sem filme + cultura + esterilizacéo)
na fase 2, no qual é realizada esterilizacao.

Novamente multiplicaram-se os valores de absorbancia por 10° para se obter

0 numero de células existente, conforme tabela 5.5



Tabela

55 Numero de células em cada tratamento na fase
(Absorbancia X 10" E + 10°).
Tratamento | Tratamento | Tratamento | Tratamento | Tratamento
1 2 3 4 5
0,5 0,0 3,0 2,0 4,5
3,0 1,0 4,0 0,5 3,0
3,0 2,0 2,0 1,0 1,0
3,0 0,0 3,0 0,0 1,5
1,0 1,5 2,5 5,0 3,0
5,0 1,0 3,5 1,0 2,5
1,0 0,0 2,0 0,0 1,5
1,5 0,5 1,5 1,0 1,5
1,0 0,0 0,5 0,0 4,0
1,5 1,0 2,0 0,0 1,0

Assim, pode-se calcular o log e a somatoria do log dos resultados para a

fase 2.

(tabela 5.6)
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2



Tabela 5.6 Log dos resultados e somatodria do log para a fase 2 do experimento

(E +10™).
Tratamento | Tratamento | Tratamento | Tratamento | Tratamento
1 2 3 4 5
6,7 - 7,5 7.3 7.7
7,5 7,0 7,6 6,7 7,5
7,5 7.3 7.3 7,0 7,0
7,5 - 7,5 - 7.2
7,0 7.2 7.4 7.7 7,5
7.7 7,0 7,5 7,0 7.4
7,0 - 7.3 - 7,2
7,2 6,7 7.2 7,0 7.2
7,0 - 7.7 - 7,6
7.2 7,0 7.3 - 7,0
)3 72,3 42,2 74,3 42,7 73,3

Os calculos relatados anteriormente foram feitos para todos os experimentos
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realizados. Apdés um nuamero significativo de experimentos, calculou-se a média das

somatorias encontradas para uma analise global da bioatividade do filme fino de

TiO,. Sendo a média encontrada relatada na tabela 5.7.



63

Tabela 5.7 Média das somatorias dos experimentos

analisados (E + 10™).

Tratamento | Tratamento | Tratamento | Tratamento | Tratamento
1 2 3 4 °
Média da 70,9 36,0 70,8 36,0 64,0
> Fase 1
Média da 73,7 44,0 75,0 41,0 74,0
> Fase 2

E a partir da média dos experimentos realizados foi possivel construir um

gréafico que representa o efeito do filme sobre as bactérias. (Figura 5.8)
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Figura 5.8 Média das somatdrias dos experimentos.

Se comparado a fase 1 dos tratamentos 1, 3 e 5: sendo o tratamento 1 (filme
fino + cultura + esterilizagdo), o tratamento 3 (sem filme fino + cultura +
esterilizacdo) e o tratamento 5 (filme fino + cultura + sem esterilizacdo), é possivel
notar a inibicdo que o filme provoca no crescimento da bactéria ao longo de um

periodo de 24 horas. Outro fator importante a ser analisado € o efeito de inibicdo do
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filme no tratamento 5 (flme fino + cultura + sem esterilizagdo) ser maior que no
tratamento 1 (filme fino + cultura + esterilizacdo), acredita-se que isso se deve pelo
fato de que ao esterilizar a laminula através da flambagem, haja uma perda de
radicais livres na superficie, que reagem com o oxigénio, tornando-se mais estaveis,
tendo assim uma perda efetiva da acédo do filme, uma vez que, como ja relatado,
sabe-se que o possivel mecanismo de acdo do TiO, sdo os radicais livres que
afetam a superficie da membrana externa da bactéria, causando danos, deixando-as
expostas ao meio ambiente.

Com a obtencdo da meédia dos resultados foi possivel entdo comparar a
fase 1 (com filme fino) do experimento com a fase 2 (repeticdo dos tratamentos da
fase 1 na auséncia de filme) e classificar os tratamentos em

= Taxa de sobrevivéncia — com inibicdo: as bactérias apresentam um
desenvolvimento maior em um meio sem a presenca de filme, podendo
representar uma diminuicdo do metabolismo das bactérias quando ha
presenca do filme de TiO,.

= Taxa de sobrevivéncia — sem inibicdo: o desenvolvimento da bactéria € igual
quando comparado a presenca ou nao de um filme, ou seja, as bactérias nao
apresentam inibicdo na presenca do filme de TiO,.

=>» Controle de qualidade do filme fino, ou seja, se todos os cuidados durante o
processo de impregnacao do filme fino foram tomados, se os filmes foram
realmente formados e se o0 processo de limpeza desses materiais foi eficiente.

=>» Controle de qualidade da bactéria, no momento em que a bactéria foi ativada,
se ndo ocorreu nenhum erro de natureza humana, e/ou a avaliacdo da taxa

de crescimento da bactéria.
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=>» Controle de qualidade do meio, se o meio foi contaminado podendo alterar os
resultados a serem obtidos.

= Filme fino bactericida, as bactérias ndo sobrevivem ao meio, e quando
retiradas ndo voltam a crescer, considerando-se assim, possivel eficiéncia do

TiO,.

= Filme fino bacteriostatico, as bactérias tém o seu crescimento interrompido
pelo filme, porém quando retidas de cima desse substrato e colocadas em
outro meio livre de filme, voltam a crescer e se desenvolver.

Essa classificacdo foi resumida anteriormente na tabela 4.3 nos materiais e
métodos.

Conclui-se entdo que o filme fino de TiO, apresenta caracteristicas
bacteriostaticas, pois a média do tratamento 1 (filme fino + meio de cultura)
apresenta os valores estatisticamente significantes da fase 1 (com filme fino)
menores que da fase 2 (sem filme fino). Outro dado importante é a comprovacéo da
inibicdo da bactéria, sendo os valores obtidos para o tratamento 3 (sem filme fino +
cultura + esterilizacdo) sdo maiores que do tratamento 1(filme fino + cultura +
esterilizacdo). Os outros tratamentos realizados serviram apenas de controles para
analise das condi¢cdes do experimento, como controle da qualidade do meio,
qualidade do filme fino e a qualidade da prépria cultura de bactéria utilizada.

Uma explicacdo para o efeito bacteriostatico encontrado pode ser sugerida
devido ao fato de o dioxido de titdnio encontrar-se na fase rutilo, forma mais estavel
e por isso possuir uma menor quantidade de radicais livres disponiveis, porém, o
resultado se mostra satisfatorio, uma vez que, até entdo nenhum estudo traz
informacgdes sobre o poder de inibir o crescimento de bactérias com a fase rutilo. Ja

o efeito bactericida do di6éxido de titAnio na fase anatase é relatado em diversos
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estudos que comprovam o seu efeito, embora 0 mecanismo de inativacdo da
bactéria também seja parcialmente desconhecido.

Sendo a infeccado hospitalar, também conhecida como infeccdo nosocomial
(causada em muitos casos pela Escherichia coli), uma preocupacdo mundial, onde
dados mostram que em média 10 % dos pacientes admitidos, adquirem uma
infeccdo, aumentado a duracdo da permanéncia no hospital e o custo do tratamento.
E ainda, destes 10 % (cerca de 2 milhfes de pacientes), 20.000 morrem em
decorréncia dessas infeccbes [62]. O estudo traz grandes beneficios a sociedade,
pois enquanto o uso indiscriminado de antibidticos contribui para o desenvolvimento
de bactérias patogénicas mais resistentes, a acdo do filme fino ndo aumenta essa
resisténcia, sendo seguro e com acéao efetiva, pois uma vez atacada a membrana
externa de uma bactéria, a mesma se torna incapaz de se reproduzir e acaba

ficando fragilizada perante condicdes ambientais.
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6. Conclusao

O método de impregnacédo forcada por alta pressdo e alta temperatura foi
uma técnica aplicada com sucesso na fabricacao de filmes finos de didxido de titanio
(TiO2) em substrato vitreo.

Como mostrado em estudos anteriores [66], diferentemente de outros
meétodos existentes, nesse o TiO, passa a fazer parte da estrutura do substrato,
fazendo com que o filme tenha a mesma vida util que o substrato.

O TiO; na fase rutilo, mais estavel, também mostrou-se capaz de inibir o
crescimento da bactérias, assim como a fase anatase relatada em outros trabalhos.
Sugere-se que o TiO;, rutilo ataca a membrana externa da bactéria deixando a
membrana interna exposta, inibindo a formacdo de uma nova parede, interferindo
na sintese protéica, o que faz com ela seja incapaz de se reproduzir novamente, e
figue exposta as condicdes ambientais, levando a sua morte. A diferenga de
comportamento é justificada devido ao elevado grau de desordem da fase anatase
em relacao a fase rutilo.

Foi observado um excelente desempenho do filme fino de TiO, contra a
Escherichia coli Gram-negativa, podendo esses filmes finos serem utilizados como
azulejos bacteriostaticos/bactericidas em hospitais, residéncias, cozinhas industriais,

etc.
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7. Sugestdes para trabalhos futuros

Sendo a metodologia utilizada neste trabalho um grande diferencial na
fabricacdo de filmes finos, e com a obtencéo de resultados favoraveis para o 6xido
estudado, é viavel a exploracdo desta linha de pesquisa nas mais diversas
aplicacoes. Podendo-se se sugerir os seguintes trabalhos futuros:

1. Comparacéo do efeito do TiO, com prata e ouro.

2. Testar novos Oxidos e suas bioatividades

3. Substituicdo do substrato vitreo por outros materiais

4. Testar a eficiéncia do TiO, para outros agentes patogénicos
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