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RESUMO

Este trabalho consistiu em modificar a superficie de vidros comerciais por meio
da deposicdo de filmes finos de cobre / Oxido de cobre para fins
antibacterianos. Ou seja, que apresentesse reducdo nos indices de
contaminagdo bacteriana, por caracteristicas bactericidas ou até mesmo pela
inibicdo da ades&@o de biofilmes. A metodologia utilizada para a sintese dos
filmes finos utiliza o efeito da elevada pressédo durante determinado tempo em
temperatura abaixo da temperatura de transicao vitrea (Tg). As condi¢bes de
sintese dos filmes finos foram: a temperatura de 320 °C, a presséo constante
de 3 MPa durante o periodo de 32 horas. Os filmes finos foram caracterizados
pelas técnicas de difracdo de raios X e de microscopia eletrénica de varredura.
Para os testes antibacterianos, utilizou-se como modelo experimental a
bactéria Acinetobacter sp pela sua capacidade de formar biofilme. Na qual foi
cultivada em caldo Luria e em laminas planas apés contato com vidros com e
sem filmes. A metodologia de crescimento em caldo ndo foi eficiente para
avaliar a eficiéncia do filme fino de cobre/6xido de cobre como agente
antibacteriano. Estes resultados provavelmente sdo devidos as diluicdo das
particulas biocidas em relacdo ao volume do meio de cultura liquido, fazendo
com gue a bioatividade seja diminuida. No entanto, nos testes em laminas
planas, as fotos por microscopia éptica mostram que os biofilmes ndo aderiram
na superficie com filmes finos de cobre quando comparados com o controle,
laminas de vidro sem filmes, sendo portanto, eficiénte no combate da adesé&o
de biofilme, considerados um dos principais meios de contaminacéo
bacteriana.

Palavras-chave: Filme fino. Cobre. Biofiimes. Contaminagdo microbiana.
Acinetobacter sp.



ABSTRACT

This work consisted of modifying the surface of commercial glass using
copper/copper oxide thin films to obtain bactericidal properties, that is, a thin
film that showed a decrease in bacterial contamination either by bactericidal
characteristics or inhibition of biofilm adhesion. The methodology used for film
synthesis requires a certain time at elevated pressures at a temperature below
the glass transition temperature (Tg). The conditions for thin film synthesis were
the temperature of 320° C at constant pressure of 3 MPa during 32 h. The thin
films were characterized by the techniques of X-ray diffraction and scanning
electron microscopy. For biological assays, the bacteria Acinetobacter sp. was
used by a standard method of immersion in Luria Broth with stages of dilution
and cultured in a Petri dish, by a process of dripping broth on the surface of that
blades, followed by Gram staining. The methodology of growth in broth did not
allowed to evaluate the efficiency of thin film copper/copper oxide as
bacteriological agent. This result is probably due to the dilution of biocidal
particles in relation to the volume of the liquid culture media; consequently, a
reduction in the bioactivity was observed. On the other hand, tests on slides
showed that bacterial films did not adhere to the surface with copper thin films,
as compared to slides without, showing effectiveness in combating biofilm
adhesion that are considered one of the major means of bacterial
contamination.

Keywords: Thim film. copper. biofilms. microbial contamination. Acinetobacter sp.
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1 INTRODUCAO

Superficies de materiais contaminados por biofilmes bacterianos podem ser
meios de transmissdo de patdgenos ao homem. Essa transmissdo pode ocasionar
infecgcbes graves ou até mesmo leva-lo a morte.

Uma preocupacdo com a saude em relacdo as bactérias esta no ambiente
hospitalar, pela debilidade do paciente o risco de contaminacdo aumenta.

Biofilmes contendo linhagens bacterianas possivelmente patogénicas podem
estar por todo lugar, incluindo dispositivos médicos, superficies de implantes,
cozinhas industriais e domeésticas, banheiros, entre muitos outros ambientes e
objetos.

Algumas células bacterianas sobrevivem em superficies gracas a producao
de biofilme, que permite uma maior protecéo da célula contra dessecamento, inibe a
identificacdo de epitopos, aumenta a resisténcia a alguns antibibticos, e permitem
adesao a superficies relativamente lisas. Existem relatos sobre a maior resisténcia
das bactérias aderidas no biofilme do que em forma livre (1-4). Esta resisténcia
sugere a busca de materiais com superficies que atuem como bactericida ou que
diminuam a adesé&o destes biofilmes.

E conhecido que alguns 6xidos e jons apresentam bioatividade, tais como, a
prata como agente bactericida (5), as nanoparticulas de 6xido de zinco como agente
fungicida (6) e o dioxido de titanio por meio de propriedades fotocataliticas como
agente bactericida (7, 8).

Em alguns estudos foi investigada a bioatividade do diéxido de titanio quando
a matriz foi dopada com ions de prata (9, 10). Mas todo o efeito bactericida foi
atribuido a acdo da prata.

Outro material conhecido pela capacidade bactericida € CuO (11, 12).

Devido ao problema com a contaminagdo bacteriana € de interesse criar
filmes finos com caracteristicas biocidas, utilizando oxidos pela sua estabilidade, na
superficie de diferentes materiais.

Existem varias técnicas para producdo de filmes finos, como as técnicas
fisicas dip-coating, radio frequéncia, feixe de ions de sputtering e ablacéo a laser, as

quais sdo de custos elevados. Ha4 também as técnicas quimicas como a deposicéo
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de vapor quimico e os processos de sol-gel, mas dependem de diferentes variaveis
para a producao de filmes.

Atualmente, um método idealizado pelo nosso grupo de pesquisa tem-se
mostrado eficiente para a geracao de filmes finos quando se utiliza temperaturas
abaixo da transi¢do vitrea (Tg), elevando-se a pressao do sistema em funcdo do
tempo. Neste método, algumas propriedades como a tenacidade, a dureza, a
microdureza e a interacdo quimica em funcédo do tamanho das particulas dos filmes
finos ja foram testadas (13-16). Uma das grandes vantagens deste método esta na
durabilidade do filme fino devido a grande interagdo que 0 mesmo exerce com O
substrato (17).

Desta forma, este trabalho procura investigar a acao antibacteriana de filmes
finos de cobre/oxido de cobre frente a células bacterianas livres em caldo e aderidas

em biofilmes.
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral do trabalho foi:

Desenvolver um filme fino de cobre na superficie de um vidro comercial, que
apresente reducédo nos indices de contaminacao bacteriana, seja por caracteristicas

bactericidas ou até mesmo pela inibicdo da adeséao de biofilmes.

Os objetivos especificos foram:

- Caracterizar o 6xido na forma de po por técnica de difracdo de raios X.

- Gerar os revestimentos de cobre/6xido de cobre em substrato de vidro
comercial.

- Caracterizar os filmes finos formados por técnica de microscopia eletrénica
de varredura por emissao de campo.

- Caracterizar os filmes finos por técnica de difragdo de raios X em baixo
angulo.

- Testar a acdo biocida dos revestimentos contra a bactéria Gram-negativa
Acinetobacter sp. pelo método padrédo de imersédo em caldos.

- Analisar a adesao do biofilme bacteriano na superficie de um substrato de

vidro comercial com e sem filme.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 CONTAMINACAO BACTERIANA

Os seres humanos possuem mecanismos de defesa para permanecer
saudaveis, como por exemplo, a pele, as membranas e as mucosas integras, que
sao barreiras contra a invasao microbiana (18).

Dentro do corpo, certas células e anticorpos (proteinas especializadas)
podem atuar em conjunto para destruir os microrganismos. Mesmo assim, ainda
sSomos suscetiveis aos patégenos (18).

As doencas infecciosas estao entre uma das principais causas de mortes no
mundo inteiro (18). Muitas destas doencas sao provocadas apds contaminacdes por
bactérias patogénicas.

Uma preocupacao mais especifica refere-se aos microrganismos patogénicos
resistentes a antibioticos em ambientes hospitalares, porgue atingem pacientes que
se ja se encontram debilitados (19).

Uma das formas de transmissdo bacteriana mais comum acontece por
contato entre uma pessoa e uma superficie de material colonizada por bactérias
produtoras de biofilmes, os quais permitem alojamento de um ndmero maior de

microrganismos (20).

3.2 BACTERIAS

As bactérias sdo organismos unicelulares, procariontes e geralmente
microscépicas ou submicroscopicas com dimensdes variando de 0,5 a 5 um. Séo
também os organismos mais populosos do planeta (21).

As bactérias sdo células envolvidas por uma parede celular que é composta
de carboidratos e proteinas, denominada de peptideoglicana ou mureina. Caso a
parede sofra ruptura o contetdo é liberado e a célula morre (18). Isso demosntra o
guanto a parede celular protege a célula contra agentes externos.

A estrutura da parede celular das bactérias pode ser dividida em dois grupos:
As bactérias Gram positivas, conforme ilustrada na Figura 1, possuem uma parede

celular espessa que protege a membrana citoplasmatica. O principal componente da
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parede é o peptideoglicano, o qual permite que a bactéria sobreviva num meio com

pressao osmaética menor que a de seu citoplasma, e a sobrevivéncia em um meio

agressivo como o suco biliar (22).

Figura 1 Parede celular de bactérias Gram positivas (23).
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Fonte: Adaptado de (23).

Gram positivo

O segundo grupo é o das bactérias Gram negativas (Figura 2), que possuem

uma solucao diferente na prote¢cdo da membrana citoplasmatica. A estrutura dessas

bactérias € composta de uma parede celular mais delgada e uma segunda

membrana lipidica distinta quimicamente da membrana citoplasmatica, e que se

localiza no exterior da parede celular de peptideoglicano. Essa membrana pode

resistir ao ataque de diversas substancias quimicas e, de modo geral, permitem que

as Gram negativas sejam mais resistentes a antibioticos, especialmente a penicilina,

do que as Gram positivas (22).
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Figura 2 Parede celular de bactérias Gram negativas (23)
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Fonte: Adaptado de (23).

Além da parede celular que é uma protecdo para a célula, algumas bactérias
sao capazes de produzir uma estrutura de glicocalise chamada capsula, que envolve
a parede celular, deixando a célula mais protegida, como relatado por YEZLI, S e
colaboradores, podendo resistir em lugares secos por muitos dias (4).

Contribuem para uma maior viruléncia, pois, protegem as bactérias
patogénicas da fagocitose pelas células do hospedeiro (18), formando o biofilme.

Biocidas como o cloreto de benzalconio, o gluconato de clorexidina e o
triclosan, comumente usados em hospitais, sdo eficientes contra bactérias de vida
livre, porém, séo ineficazes quando estas formam biofilmes aderidos em superficie
(1).

A resisténcia de uma linhagem de Pseudomonas sp. a concentracdes

saturadas do biocida clorexidina foi atribuida a presenca de capsula (2, 3).

3.2.1 Acinetobacter sp.

O género Acinetobacter possue elevada versatilidade nutricional e metabdlica,
podendo adaptar-se facilmente a diferentes ambientes. Pode ser isolado apartir do
solo, agua, animais, pele e do trato intestinal de seres humanos saudaveis. Além

destes nichos, também sdo encontrados em muitas superficies de materiais,
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principalmente no ambiente hospitalar, podendo sobreviver durante tempos
prolongados e em condi¢cdes ambientais diversas e serem responsaveis por surtos

de infeccéo a nivel hospitalar (24).

3.3 SUBSTRATO DE VIDRO PARA A FORMACAO DE FILMES

O vidro € de um solido idnico com estrutura amorfa, similar a de um liquido. O
vidro é uma estrutura tipica de 6xido de um ametal, normalmente a silica que,
juntamente com outros oxidos, agem como modificadores da rede cristalina (25).

A deposicéao de filmes finos em superficie cristalinas depende de fatores como
o contorno de graos, as discordancias, as particulas de impurezas e as
irregularidades que atuam como agentes nucleantes, e nas superficies de vidros
somente as irregularidades ajudam no processo de impregnacao dos filmes (26).

A elevacdo da temperatura potencializa a formacao filmes finos na superficie
do vidro, porém, corre-se o risco de alterar as propriedades da estrutura depositada
na superficie. Os vidros a base de silica dopados com outros 6xidos apresentam
aumento na fluidez quando submetidos ao aumento de temperatura. Nestas
condices mudam-se algumas propriedades, tais como, o indice de refracéo, o calor
especifico e o volume. Esse ponto entre os estados do material denomina-se
transigao vitrea (Tg) (27).

A superficie do vidro € um sitio de forte adesao de biofilme bacteriano (28).

3.4 MATERIAIS COM PROPRIEDADES BIOCIDAS

Nanoparticulas de ZnO foram testadas como fungicida; para aplicacdes de
seguranca agricola e alimentar (6) ou ainda com a propriedade bactericida (29, 30).
Outra pesquisa utilizou ZnO incorporado com celulose com forte atividade
antibacteriana contra o S. aureus , E. coli e Citrobacter sp. (31).

Testes bacterioldgicos foram realizados com diferentes concentragbes de
particulas de prata dispersas em caldo Luria, utilizando E.coli como modelo. Por
microscopia eletronica de transmiss@o confirmou que as células foram danificadas,
mostrando a ruptura da parede celular e resultando na morte das células. Os

resultados dos biocidas foram mais eficientes a medida que se aumentava as
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concentracdes de prata (32).

Um compésito ceramico contendo AgO teve acdo biocida para tratamentos de
agua, sendo relatados os possiveis mecanismos antimicrobianos, um deles o
desprendimento de ions prata (lI) na solucdo, gerando reacdes de oxirredugcédo. As
bactérias que sobreviveram ndo se multiplicam devido a hostilidade do meio
contendo os ions de prata (33).

Foram realizados estudos dos mecanismos de acao bactericida de radiacdes
UV-A e UV-C na presenca ou nhao do dioxido de titanio como fotocatalizador (34). Os
resultados foram indicativos de que a radiagdo UV-C foi a mais eficiente pelo fato de
desencadear um processo oxidativo que acarreta danos para a membrana celular e
nao somente provocar mutacdes génicas. Este processo oxidativo reduz em longo
prazo o numero de células bacterianas. Neste mesmo estudo (34), o diéxido de
tithnio ndo teve efeito bactericida ou bacteriostatico quando ndo ocorreu o estimulo
da radiacao ultravioleta.

Outros trabalhos que utilizam TiO, demonstram que o efeito biocida somente
ocorre com estimulo de radiacdo ultravioleta (7, 8, 35). Matrizes de TiO, séo
utilizados com outros dopantes, como ions de prata e cobre por exemplo, para
melhorar o efeito biocida sem a necessidade da utilizacdo da radiagcdo, mais a
eficiéncia biocida é atribuida aos ions cobre e prata (36, 37). Todavia, 0 uso da
radiacdo ultravioleta acaba encarecendo a funcionalidade do processo.

Outra tentativa para melhorar o efeito da fotocatalise do TiO, foi utilizar
nitrogénio para promover absor¢des dentro do visivel (38).

Outro método € o de pulverizacdo catodica (sputtering), que foi utilizado para
producao de filmes finos de ligas metélicas (Ti-6Al-4V, Ti-6Al-4V com Cu-Mn-O e Ti-
6Al-4V com Ag-Cu-Mn-O) para a avaliacdo da adsorcdo de biofilmes de duas
estirpes bacterianas (Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis) (39).

Dos diferentes filmes testados, aqueles que continham prata, foram os mais
eficientes na adsorcdo dos biofilmes. A acdo dos ions esta na interacdo com anions
de oxigénio, nitrogénio, enxofre ou grupos tiois que resultam na inativacdo
bacteriana (39). Outras trabalhos também relataram os mecanismos de acédo da
prata com resultados semelhantes ao ja apresentado (32, 40).

Estudos dos efeitos bactericidas sobre varios elementos metalicos foram
avaliados (41). A prata e o cobre metéalico sdo mais efetivos que o cobalto, o niquel e

o aluminio, apesar de também apresentam acao bactericida. Ainda neste estudo
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(41), percebeu-se que a platina e o chumbo sdo seletivos e execem acao bactericina
somente sobre a Escherichia coli. O vanadio e o zirconio; também séo seletivos,
porém com efeito em Staphylococcus aureus (41). Ja o ouro na forma metalica ndo
apresentou efeito bactericida, em contrapartida, o fon de Au® teve alta toxidade
contra E. coli e S. aureus e por fim o molibdénio teve efeito biocida com a diminuicéo
do pH das soluc¢des bacterianas (41).

O oxido de molibdénio (VI) também tem acdo bactericida contra a
Pseudomonas aeruginosa quando na forma de filmes finos (42). O estudo do efeito
bactericida esté relacionado ao nimero de oxidadacao do ion do molibdénio.

O CuO possui propriedades biocidas (11, 12, 43), no entanto, 0 seu modo de
acdo ainda nao foi completamente esclarecido, mas, pela proximidade na
distribuicdo peridédica com a prata, € possivel prever um mecanismo semelhante.

Sabe-se que alguns materiais tém propriedades biocidas, mais seus modos
de agéo ainda néo estdo bem elucidados, devido a muitos fatores que devem ser
considerados, entre eles: a presenca de capsula nas bactérias, a estrutura da
parede celular, a presenca de células livre no meio ou aderidas em biofilmes e a

estabilidade do material.

3.5 FILMES FINOS

Filme fino é um termo genérico que se refere a matéria condensada restrita a
uma Unica dimensdo com espessura que pode chegar a dezenas de
nandmetros (44).

Existem muitas técnicas para producdo de filmes finos, podendo ser as
técnicas fisicas como o dip-coating, a radio frequéncia, o feixe de ions de sputtering
e a ablacdo a laser, ou também as técnicas quimicas como a deposi¢do de vapor
quimico e os processos de sol-gel.

A técnica de dip-coanting para formacao de filmes finos refere-se a imersao
do substrato, por exemplo, vidro, em uma solugdo com precursores do filme, em
uma molaridade bem estabelecida. A velocidade com que o substrato é retirado tem
que ser constante para ndo ocorrer deformacdes (45). Talebian e colaboradores

(46) utilizaram a técnica dip-coating para sintetizar filmes de ZnO / SnO, com
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propriedades antimicrobianas.

Os fendmenos de eletrodos e de fase gasosa em varios tipos de descargas
de radio freguéncia representam uma rica fonte para os processos de depdésito de
filmes finos. A exploracdo desses fendmenos resultou no desenvolvimento de varios
processos por sputtering (45).

Sputtering € um processo pelo qual os atomos séao ejectados em direcdo a um
alvo. Estéa técnica consiste em um processo simples, porém, se for aplicada em um
tempo prolongado pode levar ao processo de eroséao (47).

Filmes finos sintetizados por uma técnica derivada do sputtering, chamada de
magnetron sputtering, em baixas temperaturas se mostram bastantes aderentes e
com facilidade de modificacdo na composi¢cdo, na estrutura e na bioatividade dos
filmes, todavia consiste numa técnica mais cara (48).

Filmes finos de SiOxCy com adi¢cdo de nanoparticulas de prata foram
preparados por um processo duplo, a PVD e a PECVD. O plasma, durante o
crescimento, facilita a difusdo da prata na matriz e a reducdo no tamanho médio das
nanoparticulas, e, consequentemente, o aumento da velocidade de deposicao
formando filmes com propriedades antibacterianas (49).

Ablacdo por laser € o processo de remocdo de material a partir de uma
superficie sélida por irradiagdo com um feixe de laser. O laser era visto como a nova
ferramenta para promover a deposicdo de filmes, porém, seu custo é muito
elevado (50).

Outro método utilizado € a deposi¢do por vapor quimico (CVD) que tem um
grande potencial para fabricacdo de filmes com alta pureza. Existem variacdes deste
processo que basicamente envolve a deposicdo de um material sélido a partir de
uma fase gasosa. Os reagentes volateis sao transportados através de uma camara
de reacdo, onde o material desejado cresce homogeneamente sobre um substrato
aguecido. Esta técnica ulitiza temperaturas de processamento relativamente
altas (51).

Uma técnica bastante simples utilizada é o método sol-gel para
processamento de filmes finos. As baixas temperaturas de processamento permitem
a utilizacdo de muitos materiais como substrato. O seu processo envolve a
preparacdo de solu¢des de compostos organometalicos em um solvente orgéanico,
onde é hidrolisada para formar uma solucéo estruturada e ocorre também a adigédo

de agentes para ajustar a viscosidade (51).
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O processo sol-gel tem a desvantagem de utilizar grandes quantidades de
solugbes que devem ser filtradas. O estudo de Bu S.J. e outros pesquisadores (52)
que utiliza a técnica de sol-gel para a formacéo de filmes finos porosos mostrou que
a morfologia dos filmes depende da quantidade de agua, dos tipos de solventes,

agentes complexantes, da concentracao e do peso molecular do composto utilizado.

3.5.1 Filmes finos por influéncia da presséao

Atualmente, existe uma metodologia que esta sendo utilizada para producao
de filmes finos, que consiste em exercer uma pressdo sobre um o6xido ou uma
composicdo dele que esteja em contato com a superficie de um substrato onde sera
depositado o filme (15, 53). No caso de substrato a base de vidro, essa pressao &
exercida por um determinado tempo e em temperatura abaixo da transicdo vitrea
(Tg) do substrato. Esse método confere homogeneidade na espessura e nha
distribuicdo do filme fino, e também, tem a facilidade de se depositar o 6xido que se
espera obter no final do processo.

A Figura 3 € um desenho esquematico do processo de formacao de filmes em

superficie plana de vidro.

Figura 3 Representagdo esquematica do mecanismo de formagdo de filme de oOxidos na
forma de p6 nas condi¢cdes de alta pressdo em fungéo da temperatura e do

tempo, sendo (a) o tempo inicial e (b) o tempo final (53).

(@) (b)

Fonte: Adaptado da referéncia (53).
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O desenho esquematico da Figura 3 representa em (a) um substrato, cujo
oxido na forma de p6 ou até mesmo em solugéo, ou suspensdo sofre a influencia da
pressdo aproximando o Oxido na superficie do substrato. Ja na Figura 3(b), apés
determinado tempo e, em determinada temperatura (abaixo da temperatura de
transicdo vitrea — Tg), ocorre interacdo do Oxido na superficie do substrato. O
processo descrito pode ser admitido também para superficies irregulares ou
esféricas.

Andlise de fluorescéncia de raios X da composi¢ao quimica dos substratos de
vidro, antes e ap0s o tratamento por pressdo para 6xido de SnO, foi investigada
para um efeito de troca i6nica entre os ions de sodio por ions de estanho na
superficie do vidro (13).

Diferentes filmes de 6xidos de SnO, , Co0304 , TiO, e Al,O3 foram sintetizados
por influéncia da pressao elevada. A morfologia dos 6xidos de origem foi comparada
com a morfologia dos seus respectivos filmes. Verificou-se que quanto menor o
tamanho de particula dos pés, maior a taxa de nucleacao (14).

Filmes finos a partir de nanoparticulas de SnO,, produzidos por influéncia da
elevacdo da pressédo, foram caracterizados mecanicamente quanto a resisténcia a
fratura, a dureza e o mddulo de elasticidade. As propriedades mecéanicas das
superficies modificadas com os filmes de SnO, sofreram alteracdo quando
comparado com as mesmas propriedades do vidro sem filme fino (15).

Estudos de reflectancia também foram utilizados para a caracterizacdo de
filmes finos produzidos com pressao. Pode-se demonstrar a presenca do filme fino

por meio do estiramento das ligagbes de v Si-O-SiT ou de

v Si-O” induzidas por fons Sn** na posi¢éo maxima do pico principal (16).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 CARACTERIZACAO DO OXIDO

Os pos de CuO (VETEC) foram caracterizado de pela técnica de difracao de
raios X (DRX), utilizando um difractometro XRD6000 Shimadzu com radiagdo CuKa
(A =1,5406 A) na faixa de 10 ° a 90 ° com varredura de 0,02 °/min.

4.2 PREPARACAO DO FILME NO SUBSTRATO VITREO

Esferas de vidro e laminas de vidro planos comerciais foram lavadas em
banho ultrassdnico com trés repeticdes de 5 minutos em cada etapa, conforme a

sequéncia descrita na tabela 1.

Tabela 1 Sequéncia das etapas de lavagem das esferas e vidros planos comerciais para
preparagdo do substrato.

Sequéncia cronoldgica Solugdes utilizadas

12 Etapa Detergente basico Extran (Merck) em solucdo 10 %
22 Etapa Detergente neutro Extran (Merck) em solugéo 10 %
32 Etapa Agua destilada

42 Etapa Alcool isopropilico

52 Etapa Agua destilada

62 Etapa Secagem em condi¢Bes naturais

Fonte: A autora

ApOs o processo de limpeza das esferas e laminas, o p6 de CuO foi misturado
com alcool etilico anidro (Synth) com as esferas de vidro e as laminas de vidro
planas em um recipiente. O sistema foi levado para um forno destinado ao
tratamento de superficies para formacgéo e cristalizacdo de filmes finos por meio do

efeito da pressdo elevada (15). Os parametros para a sintese de filmes foram:
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temperatura de 320 °C e pressao de 3 MPa durante 32 horas.

Apbs deposicao, as esferas e laminas de vidro com revestimentos de cobre
foram lavadas em banho ultrassénico e seguindo as etapas de lavagens (Tabela 1)
(Pagina 19).

Em seguida os substratos vitreos foram esterilizados em autoclave (Quimis

modelo 102) e armazenados em ambiente estéril.

4.3 CARACTERIZACAO DOS FILMES

Os filmes das laminas planas resultantes do tratamento térmico foram
caracterizados pela técnica de (DRX) com baixo angulo (DMax2500PC - Rigaku) na
tensdo de 50 kV e 150 mA usando uma radiacdo CuKa 26 de 10 até 90 °, com
0,02 °/min.

A morfologia dos filmes foi observada por microscopia eletronica de varredura
(MEV) operando por campo de emissao field emission gun (7500F - JEOL).

4.4 TESTES BACTERIANOS

4.4.1 Preparagdo dos meios de cultivos

Foram utilizados os meios de cultura caldo Luria (LB) [(composi¢cdo em g/L:
10 de cloreto de sodio (Fluka), 10 de extrato de levedura (Merck) e 10 de triptona
(Himedia)]. O agar Luria (LA) foi preparado adicionando-se 20 g de agar (Fluka) ao
LB. Estes meios foram esterilizados em autoclave e guardados em ambientes

refrigerados.

4.4.2 A bactéria

Como modelo experimental utilizou-se a bactéria Gram-negativa

Acinetobacter sp. que foi isolada de solo de campos de cultura de milho na fazenda
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escola Capao da Onca (longitude 50°03'W, latitude 25°05'S - Ponta Grossa, PR,
Brasil),.

4.4.3 Testes deinibicdo bacteriana em caldo

Retirados de estoques armazenados em -80 °C, as bactérias foram
inoculadas em LB estéril, por um periodo de 24 horas e sob agitacdo de
aproximadamente 40 rpm; em uma mesa agitadora orbital a temperatura de 30 °C.

Com o auxilio de uma alca estéril, mergulhou-se a alca no caldo crescido e
utilizando o método de semeadura por estrias em placas de Petri com &gar Luria
para crescimento e avaliacdo da pureza.

Para constituir o pré-indculo, selecionou-se apenas uma colbénia da placa e foi
inoculada em caldo Luria estéril.

Aliquotas de 100 pL foram retiradas do pré-indculo e colocadas em um
recipiente estéril com 100 mL de LB até atingir uma concentracdo de 0,05 de
densidade otica. Em um espectofotometro (UV- 1600 Pro-analise) ajustado para
fazer leituras em 600 nm de comprimento de onda.

O caldo de concentracéo de células bacterianas com densidade 6tica em 0,05
foi distribuido em 6 tubos de centrifugacdo trés deles com esferas de vidro sem
filmes e outros trés com esferas com filmes de cobre/oxido de cobre. Estes tubos
foram incubados em 30 °C sob agitacéo por 24 horas.

Para andlise e comparacdo do crescimento das células, as amostras foram
diluidas 10X. Aliquotas de 100 uL foram plaqueadas, em meio tal a temperatura tal.,
uma delas originaria dos testes sem filmes finos e a outra dos testes com filmes finos
de cobre.

Para preparo da diluicdo de 1072 coletou-se um mililitro de cada tubo da
diluicdo 10™ e colocou em outros tubos que ja continham 9 ml de caldo Luria estéril.
Novamente aliquotas de 100 pl foram depositadas nas mesmas placas, ao lado da
diluicdo de 10™. Mais uma diluicdo foi realizada para todos os testes da mesma
forma, resultando na diluicdo 10, As duas placas referentes ao teste de esferas de
vidro sem filmes finos e esferas de vidro com filmes finos de cobre contendo as trés

diluicdes foram incubadas em 30 °C, durante 24 horas.
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Na Figura 4 esta demonstrado esquematicamente a metodologia de inibicdo
bacteriana em LB.

Figura 4 Desenho esquematico da metodologia dos testes usando esferas imersas em caldo

Estoque

80°C > Pré-inoculo — D0=005 —> Tubos com "= Diluices > Placade Petri

esferas de vidro
& e
l.\\
A\

\ 10+ <407 465
D20
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103 102 163 i )
o

- i
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Fonte: A autora

4.4.4 Avaliacao de inibicdo bacteriana em superficies planas

A partir de um pré-inéculo da solucao de estoque, as células foram colocadas
em LB durante um periodo de 2 horas. Foram retiradas aliquotas de
100 pL e depositadas sobre laminulas de vidros planos com e sem filmes finos.

Em seguida, as laminas preparadas foram deixadas em repouso em placas de Petri
esterilizadas por 24 horas em temperatura de 30 °C.

Apbs secas as laminas foram coradas pelo método de Gram.

Na Figura 5 é esta demonstrada a metodologia de avaliagdo de inibicao

bacteriana em superficies planas.
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Figura 5 Desenho esquematico da metodologia utilizada para fazer os testes com superficies planas

Estoque Pré-inaculo Caldo crescido Laminas limpas Coloragéo de Gram
2 durante 2 horas

Fonte: A autora

4.45 Coloracao de Gram

As bactérias avaliadas no experimento descrito no item 4.4.4 foram coradas
pelo método de coloracdo de Gram no qual consiste de uma metodologia muito
utilizada nos laboratérios para diferenciacdo de dois grandes grupos de bactérias
gue apresentam diferenciagdes na parede celular.

Para avaliar a adesado das células na superficie da laminula, o processo de
coloracéo foi realizado sem a etapa de fixacdo pela chama.

Em uma lamina de vidro depositou-se uma gota de caldo crescido, fez-se o
esfregaco e esperou secar. Apos adicionou-se gotas de violeta de metila (Synth)
deixando agir por 1 min. Lavou-se com agua da torneira e em seguida pingou lugol
(J. Crows) deixando agir mais 1 min. Lavou-se novamente com agua da torneira e
colocou acetona voltando a lavar com agua. Por fim, pingou funcsina (Fluka)
deixando agir por mais 1 min, lavou-se novamente e secou naturalmente.

Na figura 6 estédo representadas as etapas de coloracdo de Gram.
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Figura 6 Metodologia da coloracdo de Gram (54).
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Fonte: Adaptado de (54)

Fotografias do material foram feitas em microscopia 6ptica (Olympus BX51)

com aumento de 100x.

4.4.5.1 Coloracdo de cépsula

Para a avaliacdo da formacéo de biofilme pela linhagem bacteriana, utilizou-
se 0 método de coloracdo de cipsula ou coloracéo de Gins.

Apbs o crescimento da cultura em caldo Luria retirou-se aliquotas para o teste
de coloracéo de capsula.

Sobre uma superficie de uma lamina de vidro espalhou-se o caldo bacteriano,
secando na chama do fogo. Apds, para iniciar a coloragdo utilizou-se uma gota de
nanquim e, apos secar em condicdo ambiente, adicionou-se uma gota de funcsina
deixando agir durante 1 minuto.

Apbs secagem da coloragdo de lamina o ensaio foi lavado com agua da
torneira.

As imagens dos ensaios foram feitas por microscopia Optica (Olympus BX51)

com aumentos de 100x.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DO OXIDO DE COBRE

Na figura 7 esta representado o difratograma do oxido de cobre utilizado para

a sintese de filmes finos.

Figura 7 Difratogarma de raios X do p6 de CuO utilizado para sintese dos filmes finos.

| CuO

(002)

(111)

Intensidade (u.a )

Fonte: A autora

Foi possivel identificar no difratograma da Figura 7 picos correspondentes ao

CuO na estrutura cristalina monoclinica de acordo com a ficha PDF 45-937.
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5.2 CARACTERIZACAO DOS FILMES FINOS DEPOSITADOS NO SUBSTRATO
DE VIDRO

Andlise pela técnica de difracdo de raios X utilizando-as angulo rasante serviu

para identificar a presenca do filme fino depositado conforme a representacao da

Figura 8.

Figura 8 Difratograma de difracdo de raios X utilizando angulo rasante na identificacédo de filmes finos.
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Fonte: A autora

Os picos do difratograma apresentado na Figura 8 séo referentes a presenca

de cobre metalico com estrutura cristalina cubica (PDF 85-1326) na superficie do

substrato.
Alguns autores descrevem a possibilidade de reducdo do Oxido de cobre

convertendo-o para cobre metalico (55), (56) e pode ser representada nas equacdes

le?2:
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(1) CH3CH,OH + 3 H,O %6 H, + 2CO;

AN

(2) CuO +H, Cu+ H)O

De acordo com equacdo 1, a reagcdo quimica da decomposicdo do élcool
etilico a partir da elevacdo da temperatura e; em presenca de agua, obtem-se como
produtos os gases hidrogénio e didxido de carbono (55).

Por sua vez, na equacgdo 2, pode-se perceber que o 6xido de cobre, quando
em presenca de gas hidrogénio e sob influéncia da temperatura, favorece a reducao
dos fons Cu®* para formagéo do Cu® (56).

O ambiente do forno utilizado para produzir filmes finos deste trabalho associa
a decomposicdo do alcool etilico em presenca de agua sob o efeito da temperatura,
0 que resulta na presenca de cobre metéalico depositado na superficie dos substratos
de vidro.

Imagens da superficie dos fimes finos foram obtidas por microscopia
eletronica de varredura.

Na Figura 9 estd ilustrada a micrografia eletrbnica de varredura com uma

ampliacéo de 500x.
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Figura 9 Micrografia de microscopia eletrénica de varredura da superficie de filmes finos de cobre e o

substrato de vidro com ampliagéo de 500x .

F 10 um

Fonte: A autora

Na Figura 9 o filme fino de cobre metalico aparece de forma descontinua,
representados pelas regibées mais claras nas imagens sobre o substrato de vidro,
que é a regido mais escura. A reducdo dos ions de cobre favoreceu o processo de

nucleagéo na forma de ilhas sobre o substrato.

5.3 TESTES BACTERIANOS

5.3.1 Caracterizacdo de cdpsulas bacterianas

A Fig. 10 mostra a imagem obtida em microscopio 6tico do teste de coloracéo
de Gins. A coloragdo de Gins é um teste complementar que n&do envolve os filmes
finos de cobre. As capsulas produzidas pela linhagem de Acinetobacter sp. seréao

utilizadas na estruturacao de biofilmes bacterianos.
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Figura 10 Formacao de capsula pela bactéria Acinetobacter sp., visualizada pela técnica de coloragéo

de Gins em microscopia 6tica com aumento de 1000X.

Fonte: A autora.

De acordo com a indicagdo das setas na Figura 10, pode-se observar que as
células da bactéria Acinetobacter sp. Apresentam capsula e estas ajudam as células
a fixarem umas nas outras.

Algumas bactérias possuem capsula e por isso, possuem uma protecao a
mais. Se do ponto de vista para a bactéria a estrutura da capsula gera uma protecéo
contra 0s agentes externos, sob o ponto de vista da saude humana, as cipsulas das

bactérias representam uma resisténcia a mais para eliminagédo desse foco.

5.3.2 Testes de inibicdo bacteriana em caldo

A Fig. 11 mostra o crescimento em placa da Acinetobacter sp. em agar Luria,
em trés diluicbes (107, 102 e 107) de aliquotas obtidas em caldo Liria com as

esferas de vidro sem filme,o controle.
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Figura 11 - Referencial de controle de crescimento da bactéria Acinetobacter sp. em caldo Luria nas

diluicdes de 107, 102 e 10°®, ap6s o contato com esferas de vidro sem filmes finos.

Fonte: A autora

O crescimento foi observado até na maior diluicdo do caldo em 102 o que
inviabilizou o processo de contagem de células para este experimento.
Na Fig. 12 é apresentado o crescimento em placa da bactéria Acinetobacter

sp, apo6s a imersao do caldo em esferas de vidro contendo filme finos de cobre.
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Figura 12 Crescimento da bactéria Acinetobacter sp. em caldo Luria nas diluicdes de 10, 102 e 10,

apos o contato com esferas de vidro contendo filmes finos de cobre.

Fonte: A autora

Foi possivel verificar que nos testes em placa ndo houve diferenca em relacéo
ao crescimento bacteriano no caldo que esteve em contato com as esferas de vidro
sem a presenca de filmes finos de cobre (Figura 11) em relagdo as bactérias que
tiveram em contato com os filmes finos de cobre (Figura 12).

Estes resultados provavelmente sdo devidos as diluicdo das particulas
biocidas em relacdo ao volume do meio de cultura liquido, fazendo com que a
bioatividade seja diminuida (12, 43).
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5.3.3 Avaliacéo de inibigcdo bacteriana em superficies planas

Na Fig. 13 podem ser visualizadas duas micrografias, a partir das quais é
possivel se diferenciar dois tipos de estruturas de biofilmes bacterianos sobre a
superficie de uma lamina de vidro. Na Fig. 13a a cultura foi previamente incubada
em presenca de esferas de vidro sem filmes finos de cobre, enquanto que na Fig.
13b a cultura foi incubada juntamente com esferas de vidro contendo os filmes finos

de cobre.
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Figura 13 Biofilme bacteriano de Acinetobacter sp. nas superficies de laminas de vidro. Material
obtido a partir da incubagcdo em presenca de esferas de vidro sem e (b) com filmes

finos de cobre.

Fonte: A autora
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As diferencas entre as imagens da Figura 13a, quando comparada com a
Figura 13b, é a presenca de biofilme contendo células bem formadas e com uma
boa organizacdo, enquanto em na Fig. 13b teve inibicdo das células.

Provavelmente o filme fino de cobre (Figura 13b) tenha exercido um efeito
inibitério sobre a linhagem bacteriana, e consequentemente diminuindo a adesao do
biofilme. O formato celular irregular € um indicio do efeito toxico do cobre sobre
células bacterianas.

A atividade antibactericida do metal cobre na forma de filmes finos deve-se a
interacdo do metal com O, adsorvido na superficie dos filmes finos gerando a
formacado de um eletrdlito (57). A interacdo entre o O, e 0 cobre metalico da
superficie de filmes finos também sado passiveis de produzir radicais livres, formando
superoéxidos de 0, * gue causam a destruicao celular (12).

Os resultados obtidos mostraram que o filme fino de cobre foi eficiente na
inibicdo da adesdo do biofilme em superficie de lamina de vidro. Este é um fator
importante uma vez que os biofilmes bacterianos séo relatados como barreiras que

protege essas células da acao de biocidas para controle de contaminacéao.
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6 CONCLUSOES

Filmes finos descontinuos foram produzidos na superficie de esferas de vidro
elevando-se a pressédo e controlando a temperatura e o tempo.

O oxido de cobre Il quando na resenca de gas hidrogénio sofre reducdo para
cobre metalico.

As esferas de vidro contendo filmes finos de cobre ndo apresentaram efeito
biocida em relacéo as bactérias Acinetobacter sp quando em solucgéo.

Em contrapartida, ocorreu a diminuicdo da adesdo do biofime e da
organizacdo de arranjos celulares da bactéria Acinetobacter sp. em superficie de

lAminas de vidro.
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7 SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

O trabalho teve éxito na proposta de criar filmes finos, em substrato de vidro,
com caracteristicas antibacterianas inibindo a adeséo de biofilmes. Utilizando uma
metodologia simples e com alta durabilidade, € relevante a continuidade da
pesquisa.

e Testar novos Oxidos com caracteristicas antibacterianas de menor
custo;
e Mudanca do material utilizado como substrato;

e Testar o filme fino de cobre com outros microorganismos patogénicos;
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