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Abstract

The main objective of the work was the study of ZnO thin films, monolithic and hybrid, deposi-
ted by the sputtering process (r.f.). The thin films were deposited, in a first phase, with the aim
of optimize deposition parameters, namely deposition time and pressure, as well as deposition
density. In a second phase, monolithic and hybrid films were deposited the latter co-deposited
with carbon, copper and polyamide 6,6. The surfaces were characterized by SEM, XRD, AFM,
FTIR, XPS, UV-VIS spectroscopy, contour angle measurement and electrokinetic potential. All
films have a structure with a preferred orientation according to the plane of diffraction (002),
except for the hybrid film with polyamide, which presented amorphous structure. The charac-
terization by AFM allowed to differentiate that the incorporation of the co-deposited material
occurs preferentially at the grain boundary and allowed to conclude that all the hybrid thin films
are nanocomposites. Cellular studies were carried out with the aim of evaluating the behavior
of the surfaces to the biological colonization with Gram-negative bacteria, Pseudomonas ae-
ruginosa (P. aeruginosa), and Gram-positive bacteria, Staphylococcus aureus (S. aureus). The
tests were carried out under different radiation conditions during the incubation, namely: vi-
sible light, pre-irradiation with UV or in the absence of any radiation. The test conducted in
liquid culture media revealed that for P. aeruginosa the best bacterial inhibition results were
achieved with the co-deposited copper surface. The same tests with S. aureus showed similar
inhibition results except for the UV exposure which potentiated the inhibitory behavior of the
hybrid C-doped ZnO films. In solid media tests, inhibition halo formation was observed for
all surfaces in contact with S. aureus, where the co-deposition with polyamide presented the
highest inhibition halos.

Keywords: ZnO thin films, monolythic; hybrid nanocomposits, resistance to bacterial

colonization; Pseudomonas aeruginosa,; Staphylococcus aureus.






Resumo

O trabalho desenvolvido teve como principal objetivo o estudo de filmes finos de ZnO, mo-
noliticos e hibridos, depositados pelo processo de pulverizacdo catddica por radiofrequéncia
(r.f.). Os filmes finos foram depositados, numa primeira fase, com o objetivo de otimizar os
parametros de deposicdo, nomeadamente o tempo e a pressao da deposicdo, bem como a den-
sidade de deposicdo. Numa segunda fase foram depositados os filmes monoliticos e hibridos,
estes ultimos pela co-deposi¢do com carbono, cobre e poliamida 6,6. As superficies foram ca-
racterizadas através das técnicas de SEM, XRD, AFM, FTIR, XPS, espectroscopia UV-VIS,
medicao do angulo de contanto e potencial eletrocinético. Todos os filmes apresentam uma es-
trutura com uma orientacao preferencial segundo o plano de difragao (002), a exce¢ao do filme
hibrido com poliamida, que apresentou estrutura amorfa. A caracterizacao por AFM permitiu
diferenciar que a incorporagdo do material co-depositado da-se preferencialmente na fronteira
de grao e permitiu concluir que estes filmes sdo nanocompdsitos hibridos. Os estudos celula-
res foram efetuados com o intuito de avaliar o comportamento das superficies a colonizag¢ao
bioldgica com bactérias Gram-negativas, Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), e Gram-
positivas, Staphylococcus aureus (S. aureus). Os testes foram efetuados em diferentes condicoes
de radiacdo durante a incubacao, a saber: luz visivel, pré-irradiacdao com UV ou na auséncia de
qualquer radiacdo. Nos testes efetuados em meio de cultura liquida, os melhores resultados de
inibicao bacteriana com P. aeruginosa foram alcangados com a superficie co-depositada com
cobre. Os mesmos testes com S. aureus apresentaram resultados de inibi¢do semelhantes, a
excecdo na condi¢cdo de exposicdo a UV que potenciou o efeito inibitério dos filmes de ZnO
dopados com C. Nos ensaios em meio s6lido observou-se formagdo de halo de inibicdo para
todas as superficies em contacto com S. aureus, onde a co-deposi¢cao com poliamida apresentou

os maiores valores de halos de inibi¢ao.

Palavras-chave: Filmes finos ZnO, monoliticos; nanocompdsitos hibridos, resisténcia a

colonizagdo bacteriana; Pseudomonas aeruginosa; Staphylococcus aureus.
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Introducao

As unidades de saide concentram um elevado nimero de pessoas infetadas onde as boas
praticas de higiene e a escolha de materiais apropriados sdo mandatorios para evitar a trans-
missao da infecao a outros doentes e profissionais. Este problema torna-se ainda mais permente
com o aparecimento de bactérias resistentes a antibioticos.

Os microorganismos, incluindo as bactérias, podem utilizar como vetor de transmissao ob-
jetos e materiais, onde o posterior contacto direto de um individuo com estas superficies causa
uma nova infec¢do, que pode ser bastante problematica se considerarmos que os frequentadores
das unidades de satde sdo, geralmente, individuos com o sistema imunitario comprometido.
Uma conduta preventiva que diminua a adesdo e desenvolvimento de bactérias sobre as su-
perficies é uma abordagem para travar o contdgio e diminuir a propagacdo das infecdes. E
neste ambito que se insere o objetivo desta dissertacdao que incide sobre o desenvolvimento de
superficies antibacterianas, utilizando a técnica de pulverizacdo catdédica, para revestimento de
materiais utilizados no dia-a-dia nestas unidades.

O ¢6xido de zinco, ZnO, é um ceramico multifuncional aplicado em vérias dreas devido a
sua elevada estabilidade. Apresenta boas propriedades piezoelétricas, com uma larga gama de
absor¢do de radiacdo UV, elevada fotoestabilidade, e € biodegradavel. Este ceramico € indicado
como um 6timo candidato aos objetivos deste trabalho, devido as caracteristicas antibacteria-
nas naturais que apresenta, elevado grau de estabilidade, facilidade de manuseamento e a sua
seguranga, pois € classificado como um material GRAS, ”Generally Regarded as Safe”.

Este trabalho estuda as modificacdes da superficie dos filmes de ZnO e avalia o conjunto de
propriedades/caracteristicas favordveis a atividade antibacteriana, assim como a co-deposi¢ao
com outros materiais pode afetar o poder antibacteriano natural do ZnO. Estas superficies
hibridas compdsitas foram caracterizadas quanto a composi¢ao quimica, a topografia, a molha-
bilidade e a carga superficial. Apos caracterizacdo, as superficies foram usadas em testes com
bactérias de estirpes frequentemente encontradas em ambientes hospitalares onde foi avaliado
o comportamento de cada um dos filmes finos quando expostos a duas bactérias com diferentes
resisténcias ao ido Zn?".

O presente trabalho estd organizado em trés capitulos em que o primeiro é dedicado a re-

visdo da literatura com a introdugdo a problemadtica das infe¢des nosocomiais e atuais técnicas



de revestimentos antibacterianos, para além da revisdo da utilizacdo dos materiais estudados
neste trabalho; no segundo é feita uma breve exposicao das condi¢des experimentais e técnicas
utilizadas; no terceiro capitulo, e ultimo capitulo, sdo apresentados e discutidos os resultados
deste estudo. A dissertacao apresenta as principais conclusodes retiradas da investigacao desen-

volvida.



Capitulo 1

Estado da Arte

Este capitulo apresenta os trabalhos de investigacao encontrados na literatura que se enquadram

na tematica deste trabalho.

1.1 Infecoes nosocomiais

As infecdes nosocomiais, também conhecidas como infe¢des hospitalares, designam todas
as doengas contraidas numa unidade médica, normalmente hospitalar. Os agentes patogénicos
nosocomiais podem ser transmitidos por varios meios incluindo o meio aéreo e a partilha de
objetos [1]. Nos anos 40 surgiu pela primeira vez a problemaética da resisténcia dos microorga-
nismos a antibidticos e desde entdo o numero de organismos multirresistentes a formacos tem
aumentado. Na América do Norte e Europa 5 a 10 % de todas as hospitalizacdes sao resultado
de uma infecdo nosocomial [2]. Na América Latina, Africa Subsariana e Asia o problema tem
propor¢des ainda mais preocupantes, com 40% de hospitalizacdes relacionadas com este tipo
de infecOes. As bactérias sdo responsaveis por 90 % destas infecoes, sendo os restantes 10
% motivados por protozoarios, fungos e virus. O desenvolvimento de abordagens preventivas
que travem a propagacdo e desenvolvimento destes microorganismos ¢ um assunto de extrema
importancia e preméncia [2].

De modo a melhor compreender a questao das infecdes provocadas por bactérias devem ser
abordados, ainda que brevemente, os dois grandes grupos de bactérias, considerando a estrutura
da parede celular, as Gram-negativas e as Gram-positivas, bem como as diferencas das respe-
tivas paredes, esquematizadas na figura 1.1. As bactérias Gram-positivas t€m uma parede com
uma espessa camada de peptidoglicano. As bactérias Gram-negativas possuem uma parede
celular composta por duas membranas entre as quais se encontra uma camada de peptidogli-
cano. [1].

A multirresisténcia bacteriana surge através de mutacdes e transferéncia de genes de re-

sisténcia homologos. O excessivo e inadequado uso de antibidticos de amplo espectro no dia-
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Figura 1.1: Parede celular das bactérias Gram-Negativas e Gram-Positivas. Imagem adaptada
de [3].

a-dia promove a selecdo de estirpes altamente resistentes, especialmente em ambiente clinico,
onde os tratamentos sao feitos por mais do que um antibidtico para uma maior eficicia de trata-
mento [1] [4].

As bactérias, fungos e protozodrios tém a capacidade de formar biofilmes, ecossistemas mi-
crobioldgicos que permitem o isolamento e a prote¢do das células de ataques externos. Estes
biofilmes sao formados por produtos excretados pelas células, construindo uma matriz de exo-
polimeros que envolve os microorganismos. Estes ecossistemas facilitam a comunicagao celular
e a transferéncia de genes de resisténcia, para além de permitem a producao e a disseminagdo
de fatores de viruléncia. Os biofilmes vao sendo desenvolvidos num processo dindmico e
surgem apds as etapas de adesdo, crescimento e multiplicagdo bacteriana, conforme esque-
matizado na figura 1.2. O processo comeca pela adesdo superficial de nutrientes e outras
moléculas necessdrias a sobrevivéncia bacteriana. As bactérias depositam-se sobre a superficie
e fixam-se através de forcas intermoleculares e eletrostaticas. A populagdo bacteriana comeca
a multiplicacdo e inicia a sintese de matriz exopolimérica, nesta etapa as células ficam irrever-
sivelmente fixas. Os nutrientes chegam ao biofilme por fenémenos de difusdo e convexdo e a
multiplicacdo celular permite o continuo crescimento do biofilme. Numa fase posterior ocorre
a secrecdo de produtos toxicos da matriz e destacamentos de por¢des do biofilme, que poderdao
migrar e aderir a outra superficie [5].

O biofilme oferece varios mecanismos para protecao das células. Em primeiro lugar, forma
um revestimento mecanico que protege as células de forcas abrasivas da superficie. Deste modo,
atua como cdpsula protetora, onde os poros de pequena dimensdao bloqueiam a passagem de
certas moléculas e impedem a difusdo dos antibidticos. Com efeito, a matriz polissacaridea
tem um cariz hidrofilico e anidnico, capaz de adsorver as moléculas que sdo lesivas a colo-
nia. Gragas a estas caracteristicas o biofilme impede a chegada do agente antimicrobiano as
células [5]. As células presentes nas zonas mais internas estao sujeitas a um ambiente mais
escasso a nivel de nutrientes e oxigénio, devido a barreira de permeabilidade molecular sele-

tiva, o que provoca uma heterogeneidade quimica e induz as células situadas no interior a entrar
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Figura 1.2: Etapas de desenvolvimento de um filme bacteriano [5].

na fase estaciondria, ficando em dorméncia. As células deste estdgio encontram-se metabolica-
mente adormecidas, com taxas de divisdo lenta, o que torna estes microorganismos das camadas
internas menos susceptiveis a acdo dos agentes antibacterianos [6]. A resisténcia dos biofilmes
¢ aumentada ao longo do tempo, ndo sé devido ao seu crescimento em volume, que impede
a entrada de moléculas e gera um maior nimero de células em dorméncia, [7], como também
devido a maior produgdo enzimatica de inativadores antimicrobianos que sdo excretados pelas
células para o meio. Os biofilmes recalcitrantes podem surgir como consequéncia do uso abu-
sivo de cocktails de antibidticos [5]. Um exemplo desta realidade foi o aumento de 17% para
30% de prevaléncia de pneumonia nosocomial nos tltimos 5 anos, no Brasil [1].

Como ja referido, a formacdo do biofilme é um mecanismo eficiente no combate aos an-
tibidticos, e como tal o desenvolvimento de estratégias preventivas da sua formacao podera ser
uma boa abordagem para a diminui¢@o da propagacao bacteriana. A inibicao da adesao celular
a superficie, a desagregacao da matriz exopolimérica ou a inibicao das moléculas modeladoras
do desenvolvimento do biofilme sdo solugdes préticas que poderdo ter consequéncias benéficas
no combate as infecdes nosocomiais [5].

As nanoparticulas, NPs, sdo apontadas como uma possivel soluc@o para esta problemética
pois o seu tamanho nanométrico permite a entrada e dissolucao através biofilme, e a elevada
area superficial ativa permite um grande nimero de interacdes com 0s microorganismos. Estas
nanoparticulas podem ser constituidas por metais ou 6xidos metalicos com capacidades anti-
bacterianas naturais. As superficies microbianas apresentam uma natureza hidr6foba, como
tal, o desenvolvimento de superficies hidréfilas anti-adesivas, com alteragdes fisicas, quimicas
e topogréficas e, simultaneamente libertadoras de substincias inibidoras, estdo também a ser
estudadas para o combate a adesdo bacteriana [5]. No entanto, a utilizacdo de nanoparticulas
nao € consensual, pois a sua toxicidade, em relacdo as células eucariotas, estd longe de estar

inequivocamente determinada, tal como os efeitos, a longo prazo, no organismo humano.
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1.2 Técnicas Atuais de Prevencao Antibacteriana

A concepg¢do das unidades de saude estd cada vez mais ciente da problemadtica das infecoes
nosocomiais e, consequentemente, o mercado de materiais antibacterianos estd em crescimento.
Os espacgos s@o projetados tendo em conta a facilidade de limpeza e a reducdo de possiveis
depdsitos bacterianos. Um exemplo desta pratica foi a troca, nos hospitais, dos rodapés con-
vencionais para os de canto curvo que promovem uma superficie continua e de facil limpeza,
respeitando as normas de higiene. O mercado antibacteriano abrange revestimentos de pare-
des, pavimentos, tetos, e equipamento geral (cadeiras, mesas, camas, tecidos) e equipamento
médico. O ndmero de objetos nas salas estd também a ser minimizado [8]. A Basan GmbH,
desenvolveu uma mesa interativa, a Blautouch, que substitui dispositivos como computadores,
teclados e ratos, que podem ser potenciais focos de contaminacao. Esta mesa € constituida por
materiais antibacterianos e resistentes a desinfetantes e destina-se a salas brancas, laboratérios
e hospitais [9]. Os tratamentos de superficie com compostos que promovem a libertagdo de
10es de prata também estdo a ser aplicados no fabrico de portas, janelas e componentes em
aluminio [8]. O crescimento deste mercado é observado até em produtos de limpeza, onde al-
guns hospitais portugueses ja efetuam a desinfecao dos pavimentos com microfibras de poliéster
e poliamida que, devido a carga positiva atraem as poeiras (de carga negativa), t€m maior poder
absorvente que as esfregonas convencionais [8]. A esterilizagdo por meio de radiacdo UV, o uso
de solucdes de cloro, ozono e outros meios de filtracdo, sdo também préticas comuns [10]. No
entanto sdo técnicas ndo preventivas, pos-contaminagdo, toxicas a nivel ambiental, para além
de serem dispendiosas. Por este motivo, a pesquisa continua a ser ativamente efetuada para
encontrar alternativas, sendo o uso de materiais semicondutores fotocataliticos apontados como
uma abordagem promissora [11]. O uso de pds ou de revestimentos de materiais inorganicos
aplicados a superficies tem sido bem sucedido, com aplica¢des na industria alimentar e téxtil,
no tratamento de dgua, biomateriais e materiais cirdrgicos [10] [12] [13] .

As nanoparticulas semicondutoras mencionadas neste campo sdo as de ZnO, TiO; e Ag,O.
No presente trabalho, o objetivo € avaliar a possibilidade de utilizar filmes finos de ZnO, mo-
noliticos e co-depositados com outros materiais, pois este material ceramico é descrito como

potencial redutor da atividade de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas [14].

Os materiais médicos com atividade bioldgica ativa sdo frequentemente compostos por um
material base, de preco acessivel, e revestidos por materiais bioativos, neste caso para a pre-
vensdo da colonizagdo por bactérias. A reducao do preco e do peso final dos produtos € assim
conseguida com o uso de substratos mais leves e baratos. Os revestimentos podem ser feitos
utilizando diversas técnicas, sendo as de deposi¢do em fase de vapor quimica e fisica as mais
aplicadas na industria. Neste trabalho iremos aplicar a técnica de pulverizagcao catédica que é

ideal dada a possibilidade de revestir substratos com formas varidveis e complexas [15].
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A nanotecnologia estuda a sintese e caracterizacdo de materiais nanométricos (uma di-
mensao inferior a 100 nms). O processamento de materiais a uma escala atémica permite o
controlo sobre caracteristicas quimicas, mecanicas, elétricas, estruturais, morfoldgicas e Gticas
onde o comportamento dos materiais € distinto do apresentado a escala volumétrica, possibili-
tando a criac@o de nanoestruturas e fases metaestaveis com propriedades ndo convencionais [1].
Uma revolucdo de materiais para aplicagdo em eletronica, industria téxtil, protecado ambiental,
catalizadores e biotecnologia € esperada com a evolucao dos processos de sintese de nanomate-
riais nos proximos anos [12]. As nanoparticulas de prata com elevada atividade antibacteriana
sdo atualmente utilizadas em préteses, materiais dentdrios e revestimentos de feridas, sobretudo
sobre a forma de compésitos [16]. Esta classe de materiais resulta da jun¢ao de dois ou mais ma-
teriais quimicamente distintos, de modo a que o material obtido possua melhores propriedades

do que cada um dos materiais que o constituem.

1.3 Oxido de Zinco e Atividade Antibacteriana

O 6xido de zinco é um 6xido metélico usado frequentemente para aplicacdes elétricas. E
um semicondutor do tipo n, conhecido por ter uma larga energia de banda (3,1 a 3,3 eV) com
elevada energia de ligacdao (60 meV, a temperatura ambiente). Estas caracteristicas fazem do
Zn0O um composto notavel para aparelhos optoelectronicos, sensores e coletores de energia.

O ZnO apresenta ligacdes i6nicas Zn-O fortes, conferindo-lhe uma longa estabilidade, ele-
vada seletividade e resisténcia ao calor. Apresenta também elevada atividade catalitica e fo-
toquimica absorvendo radiacdo UV (280-400 nm), o que faz com que seja usado frequentemente
na industria cosmética como aditivo em protetores solares [1].

O possivel uso de ZnO tem sido cada vez mais descrito como potencial inibidor de cres-
cimento bacteriano e antifingico. E considerado um material GRAS “Generaly Regarded
as Safe” pela U.S. Food and Drug Administration (21CFR182.8991), o que demonstra a sua
seguranca e potencial para aplicagdo em materiais biomédicos [17]. Roselli e colaboradores,
em 2003, descreveram a capacidade do ZnO em inibir a adesao e a internalizacdo da bactéria
Escherichia coli, (E. coli), em células intestinais, diminuindo o numero de infecdes [18]. A
inibi¢do do crescimento e o aumento da morte bacteriana da E. coli € conseguida a 100 %
para concentracOes entre 3 a 10 mM de nanoparticulas de ZnO [19]. Um estudo liderado
por K.M.Reddy confirma esta toxicidade, onde descreve efeitos letais sobre bactérias Gram-
negativas, E. coli, e Gram-positivas, Staphylococcus aureus, S. aureus, mas para exposicoes de
igual concentrac¢do a linfocitos T primarios humanos os efeitos eram insignificantes [20].

O 6xido de zinco pode ser encontrado na forma estrutural de vurtezite, blenda ou pedra de
sal. A conformacdo da vurtezite tem um empacotamento hexagonal e é termodinamicamente

estavel em condi¢Oes ambientais. Os d&tomos de zinco sdo coordenados em tetraedros e cada ido
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zinco é rodeado por 4 oxigénios e vice-versa, desta forma os ides zinco e oxigénio alternam ao
longo do eixo-c um com o outro [1]. A estrutura do 6xido de zinco em blenda é metastavel. As
estruturas cristalinas estao representadas na figura 1.3, onde as esferas pretas sdo referentes aos

atomos oxigénio e as cinzentas aos dtomos de zinco.

Figura 1.3: Estruturas cristalinas do ZnO. a ) Rock salt; b ) blenda e ¢ ) vurtzite. [1]

O mecanismo de atuacdo do ZnO sobre as bactérias ainda ndo foi completamente compre-
endido e vdrias teorias surgem na tentativa de explicar o processo. Um dos meios de atuagao
esta associado aos ides Zn>* que, ao serem absorvidos para o meio intracelular, desregulam as
concentracoes idnicas causando desordem no microorganismo ao nivel da producao de ATP e
da replicagdo de DNA. A toxicidade também esta associada a alteracdes na permeabilidade da
membrana devido a acumulacdo e a dissolugdo de NPs. Isto leva a uma perda de integridade
com rotura das membranas e vazamento do citoplasma [1] [17]. Outros autores consideram a
formacdo de ROS (Espécies de Oxigénio Reativas, do inglés, Reactive Oxygen Species) como o
principal fator de inibi¢@o bacteriana, dado que provocam reacdes oxidativas em todo o sistema.

A acdo de nanoparticulas de ZnO sobre Campylobacter jejuni (C. jejuni) foi estudada por
Yanping Xie, com o objetivo de determinar o processo de multiplicacio bacteriana. Uma anélise
SEM (Microscopia Eletronica de Varrimento, do inglés Scanning Electron Microscopy) dete-
tou alteracdes na morfologia da C. jejuni com passagem da forma espiralada para um formato
cocoide, sendo que esta alteracdo conformacional € tipicamente observadas em situagcdes de
stress. Por esta razdo, os autores selecionaram e analisaram os genes envolvidos em processos
de stress, patogenicidade e producgdo de toxinas, tendo sido detetada uma sub-expressdo de 3 ge-
nes:(i) o katA, um gene associado a inativacdo de H,O- e a formacao de intermedidrios toxicos;
(i1) o ahpC que destréi intermedidrios de peréxido de hidrogénio e repara moléculas que sofrem
danos por oxidacdo; e (iii) o dnaK expresso em situacdes gerais de stress em C. jejuni. Estes
resultados apontam para a formacgdo de stress oxidativo causado por concentracdes elevadas
de perdxido de hidrogénio (H,0s) intracelular e sob a membrana das bactérias, durante a sua
exposicao a ambientes com ZnO. No final do estudo as bactérias expostas a este ceramico fo-
ram colocadas num meio propicio ao seu crescimento. No entanto, ndo se observou nenhum

aumento do numero celular, sendo portanto todo este mecanismo um processo bactericida [17].
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Devido a grande variedade de propriedades/caracteristicas que os materiais abidticos podem ter

na interface com as células procariotas, € apresentada uma breve revisdo das principais.

1.3.1 Tamanho e organizacao estrutural

Quando se trata da utilizacdo de particulas, o comportamento em relagdo as células procari-

otas depende da geometria e do tamanho das particulas, bem como da sua area superficial.

O processo de morte bacteriana pode iniciar-se pela chegada e ancoragem das bactérias
a superficie através de interagdes moleculares e forgas eletrostiticas que causam alteracdes
conformacionais levando a morte celular [21]. Quanto menor a dimensdo da particula, maior a
facilidade de penetrac@o transmembranar. Acresce o facto de, quanto menor a particula de ZnO,
mais rdpida é a cinética de dissolucdo e, consequentemente, a formacdo do ido Zn?* é também
mais rdpida, o que promove um incremento da toxicidade do composto e da interferéncia com
as atividades enzimaticas [1].

A concentragdo de ZnO na superficie e a organizacao estrutural sdo fatores a ter em consideracao.
Com efeito, NPs tubulares conseguem mais facilmente penetrar as paredes celulares que moléculas
circulares com igual composi¢do quimica, pois a proporcao de facetas ativas estd diretamente

ligada a atividade reativa [1].

1.3.2 Dopagem e tratamento térmico

Com o intuito de aumentar a producdo de ROS alguns estudos sugerem tratamentos térmicos
por forma a incrementar a presenca de oxigénio na superficie. O uso de agentes promotores de
reacdes com o oxigénio, é também referido, com especial atengcdo para os materiais metalicos
[1]. Um exemplo € a formacdo de filmes nanocompdsitos de 6xido de zinco (ZnO) e prata (Ag).
O ZnO € um material do tipo n, com uma funcao trabalho de 5,2 eV e afinidade eletronica
de 4,3 eV. O Ag,0O tem uma fungdo trabalho inferior a 5 eV e um potencial de ionizagdo de
5,3eV. O efeito bactericida destes compdsitos tem origem nas heterojuncdes, onde os eletrdes
com origem no ZnO difundem-se para o Ag,O e, no sentido contrério, as lacunas com origem
no Ag,0 difundem para o ZnO, até que os niveis de energia de Fermi estejam alinhados e em
equilibrio [10]. A energia de banda do Ag,O, por ser inferior a do ZnO, tem como consequéncia
a formagdo de um maior ndmero de eletrdes e pares de lacunas nas bandas de conducio e
valéncia do Ag,O. Apds a excitacdo, os eletrdes gerados sao transferidos para o ZnO, devido ao
campo elétrico gerado na heterojuncdo p-n. Este campo elétrico tem a capacidade para retardar
as recombinacdes dos transportadores de eletrdes e aumentar o tempo de vida das fotorreacdes
na superficie dos filmes. Se o tempo de vida dos transportadores de eletrdes for superior ao
da fotorreacdo geram-se espécies de oxigénio ativas, ROS [10]. O H;O; € um dos exemplos

destes produtos e tem a capacidade de atravessar membranas bioldgicas através de reagdes de
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peroxidacdo lipidica. Apds a sua entrada para o meio intracelular o HoO, danifica o DNA
e as enzimas. Os ides superéxidos (O?~) também conseguem penetrar as biomembranas e
atuar tanto como agente redutor como oxidante. Uma entrada simultdnea de H,O- e 02~ pode
também causar a rotura da membrana celular. Em ultimo caso, as espécies podem reagir no

meio intracelular e originar radicais de hidroxilo OH® que inativam a célula. [10]
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Figura 1.4: Inducdo do mecanismo bactericida de filmes compdsitos de ZnO/Ag,O por foto-
catalise [10]

Este € um exemplo pratico de como a formac¢do de um material hibrido potencia as capa-
cidades antibacterianas do ZnO. Os precos da prata tornam dificil a producdo deste compdsito
de ZnO a nivel comercial, sendo que a procura de materiais com efeitos equivalentes mas eco-
nomicamente mais acessiveis, seja 0 novo passo para a futura comercializagdo de ZnO como

possivel revestimento antibacteriano [10] [22]

1.3.3 Influéncia da radiacao Ultra-Violeta

A inibicdo do crescimento bacteriano € alcangada no escuro, embora com diminui¢ao na sua
eficiéncia [10]. A literatura refere, frequentemente, os beneficios associados a incidéncia de
radiacdo Ultra-Violeta (UV) sobre filmes de ZnO, com a promoc¢ao do processo de oxidagao
foto-induzido, dada a elevada atividade catalitica e fotoquimica do ZnO, para radiacbes com
comprimentos de onda entre os 280 e os 400 nm [10] [23] [24].

A superficie da regiao de deplecdo eletronica do ZnO estd associada a espécies de oxigénio

negativas, O, , O3, fracamente absorvidas. Com a incidéncia da radiacio UV estas espécies
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sdao removidas da superficie, o que leva a reducdo da mesma e, consequentemente, a uma me-
lhoria da condutividade [1].

A superficie de ZnO apresenta alguns defeitos onde se criam pares de eletrdes-lacuna (e,
h™). Estas falhas tém a capacidade de dissociar as moléculas de HoO em OH~ e H'. As
moléculas de oxigénio sdo transformadas em radicais superéxidos(O3 ), que, como consequéncia,
reagem com H* e geram radicais HO-*. Estes interagem com os eletrdes do meio produzindo
anides de perdxido de hidrogénio HO, , que, em reacdo com os hidrogénios, vao originar HyO,

com a capacidade de penetrar a parede celular e causar a morte bacteriana [25].

ZnO+ hv — e~ +h* ; h™+H,O — *OH + HT
e +0y—°0; ;0O + H" — HO, ®

HOQ. +H 4+e — HQOQ

Singh [25] defende que o efeito antibacteriano baseia-se, em grande parte, na capacidade de
formacao do peréxido de hidrogénio, H,O,, uma vez que € a Unica molécula capaz de pertur-
bar os fosfolipidios insaturados presentes nas membranas, através de reacdes de peroxidagao,
ao contrdrio dos radicais hidroxilo e dos superdxidos que tém cargas negativas e ficam assim
impedidos de penetrar as membranas [1] [25].

Dado que este trabalho incide no ZnO, mas sob a forma de filmes finos, em seguida vai ser
apresentada uma breve revisao sobre a particularidade do tipo de crescimento dos filmes finos

sejam eles monoliticos ou compasitos.

1.4 Mecanismo de Crescimento dos filmes finos

Uma das propriedades que influencia o comportamento das espécies bioldgicas quando em
contacto com uma superficie € a sua morfologia/topografia. No caso de revestimentos, a mor-
fologia superficial é consequéncia do modo de crescimento do préprio filme, podendo ele ser
do tipo colunar ou ndo, com variacao do didmetro das colunas. A formacdo colunar inicia-se
por nucleagdes na superficie dos substratos. O processo de crescimento ocorre pela continua
chegada dos adatomos que colidem no substrato e iniciam nucleacdes sucessivas formando
’ilhas”’depositadas na superficie. A figural.5 esquematiza o Modelo de Estrutura de Zona -
Modelo de Thorton [26] que relaciona a evolu¢do da morfologia da secdo transversal do filme
fino em func¢do da razdo Temperatura do substrato (7) /Temperatura de fusdo do material em
deposi¢ao (1;,).

As dimensdes laterais das fibras/colunas sdo dependentes da densidade de nucleacgdo e, a
orientacdo das colunas, pelos movimentos dos agregados. E possivel identificar 3 regides dis-

tintas. A Zona I ocorre devido a negligencidvel difusdo dos adatomos resultando num filme
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Figura 1.5: Modelo de Estrutura de Zona para a formacao de filmes. Representacio da estrutura
dos filmes com base na sua espessura e Temperatura do substrato(7)/Temperatura de fusao do
material em deposi¢ao(7;,) [26]

poroso tanto inter como intra colunar. A Zona T, localizada entre as zonas I e 1I, onde, com o
aumento de temperatura, os efeitos da difusdo dos adatomos ganham influéncia no regime de
crescimento, existindo competi¢io entre aglomerados adjacentes. As estruturas ganham uma
conformagdo em ”V”’nas zonas proximas da camada de nucleacdo e culminam em estruturas
colunares de maior diametro. Com o aumento da temperatura, as formagdes colunares apresen-
tam um crescimento mais orientado devido a maior mobilidade das particulas. A zona II ocorre
a temperaturas elevadas, onde as particulas com elevada energia cinética colidem umas com as
outras promovendo a sua aglomeragdo e difusdo em massa. Deste modo, ocorre a minimizagao
das energias de interface e de superficie. O didmetro das colunas aumenta com o aumento da
razdo Ts/T,, [26]. Com o aumento da temperatura, as taxas de difusido atémicas sdo superiores
as de deposicdo e, como consequéncia, as colunas adquirem uma ponta mais planar. [27]

A figura 1.6 esquematiza o crescimento dos filmes de ZnO, onde podemos observar a
formacdo de dois tipos de estruturas colunares. Este fendmeno € explicado pelo arrefecimento
do substrato em relacdo ao meio de deposicao que gera uma diminui¢do da difusdao de adatomos
na interface entre o substrato e o filme. Com a formagao do primeiro tipo de estrutura colunar,
o proprio material depositado gera uma camada térmica que impede os efeitos de arrefecimento
do substrato e, consequentemente, leva a uma maior liberdade de movimento das espécies, que
formam a segunda camada colunar, pelo que a maior difusdo da origem a estruturas mais largas
e compactas, caracteristicas da zona II [28].

O estudo conduzido por Carvalho [28] mostrou que os filmes finos de espessura compreen-
dida entre os 50 e 100 nm apresentam uma menor atividade antibacteriana quando comparados
com filmes mais de 200 e 600 nm, para o caso da E. coli. O artigo descreveu a atividade anti-
bacteriana com nao s6 um aumento do tempo de geracdo, como também com uma diminuig¢ao,

para 45%, da taxa de crescimento das bactérias presentes no final do estudo. Uma explicagao
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Figura 1.6: Esquema de crescimento dos filmes de ZnO com o aumento de espessura. Figura
adaptada de [28]

para esse facto € dada pelo aumento da area superficial, devido ao aumento do comprimento da
coluna, permitindo assim uma maior difusdo dos ides Zn?*. O comprimento e largura colunar
€ 0s espacos entre as colunas acessiveis serdo os trés grandes factores que vao influencia a drea
ativa das superficies. Segundo o mesmo estudo, existe um valor maximo de espessura para o
qual a taxa de morte bacteriana estabiliza independentemente da espessura do filme, sendo por

1sso a gama de 200 a 600 nm a ideal para revestimentos antibacterianos [28].

A influéncia que vdrios elementos ou compostos quimicos podem produzir na atividade
antibacteriana dos filmes de ZnO é também um dos objetivos do presente trabalho. Assim,
é apresentada uma breve revisao da literatura em relagdo aos diferentes tipos de materiais
que vao ser utilizados na co-deposicdo dos filmes finos de ZnO, a saber: carbono (cerdmico),

cobre (metdlico) e poliamida (polimero)

Carbono

Os filmes de carbono sdo descritos na literatura como materiais com caracteristicas antibac-
terianas, resistentes a adesdo e colonizag@o bacteriana e por isso apontados como potenciais
revestimentos para implantes, devido ao seu baixo coeficiente de atrito e ao facto de serem qui-
micamente inertes [29] [30]. Zhou, descreveu o revestimento de aco inoxidavel com carbono
através da técnica de plasma. As propriedades antibacterianas de filmes de carbono hidrogenado
amorfo e filmes de carbono sem hidrogénio foram estudas, utilizando a E. coli, e observaram
uma diminui¢@o no nimero de colonias em 15 e 33%, respetivamente, quando comparados com
os substratos originais ndo revestidos. Esta discrepancia de valores entre os dois filmes, cuja
diferenca estd na presenca ou auséncia de hidrogénio, pode ser um indicador de que este ele-
mento tem um papel importante nas propriedades antibacterianas do carbono. Uma possivel
explicacdo, dada pelos autores afirma que os filmes de carbono enfraquecem as interagdes

quimicas de adesdo bacteriana. A presenca de hidrogénio vai diminuir as interagdes entre o
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carbono e as bactérias, reduzindo assim o desempenho antibacteriano [10]. Os resultados do
trabalho de Chu mostraram que a energia livre dos filmes de carbono € energeticamente adversa

a adesao bacteriana [29].

Cobre

As capacidades antibacterianas do cobre sdo bem conhecidas e comparaveis as do ouro e prata
com a vantagem de ser um material economicamente mais acessivel. O cobre antimicrobiano foi
incluido no Top 10 da “New & Emerging Health Technology Watch List 2014 como material
com potencial de aplicacdo nas unidades de cuidados de sadde. A nivel hospitalar estd presente
em macanetas e armacdes de janelas e camas. A desvantagem deste elemento estd na sua baixa
resisténcia a fatores ambientais sofrendo uma répida oxidacdo quando aplicado em superficies
[8] [16] [31].

Alguns metais, como o cobre, sdo descritos como agentes antibacterianos eficientes e os
seus mecanismos de atuacdo t€m sido estudados ao longo dos anos, com algumas das propos-
tas representadas na figura 1.7. O primeiro contacto dos metais sob a forma de NPs ou sob
a forma i6nica, com a parede bacteriana causa a degradacdo da matriz polissacaridea extrace-
lular. Como consequéncia, a célula perde a sua conformacao original ficando frequentemente
alongada e perdendo o contacto com as outras células. Inicia-se assim uma promog¢ao das su-
perficies livres disponiveis para futura interacdo entre as bactérias e os metais. As NPs ou os
10es metélicos causam stress na parte externa da parede, causando invaginagdes e perfuracoes.
O fluxo continuo do metal, bem como o aumento de stress na membrana, causa perfuracdes
na parede celular e leva a libertacdio do material intracelular e a perda da estrutura. Em se-
guida, ocorre a translocacdo e a internalizacdo dos metais para o meio intracelular diminuindo
a eficiéncia energética da célula, interferindo na produgdo de ATP e afetando a replicacao de
DNA. O metal vai também promover a formagdo de ROS, que como ja referido, vai causar
stress oxidativo na célula. A acumulacio do metal nas membranas vai permeabilizé-las levando
a libertacdo de moléculas intracelulares [21].

A literatura apresenta varios trabalhos que valorizam as capacidades antibacterianas de na-
noparticulas metalicas. O cobre € um desses elementos e a sua co-deposi¢do com ZnO origina
um filme hibrido cujo o efeito antibacteriano ainda ndo foi descrito. No entanto, € possivel
encontrar artigos que falam de filmes compdsitos de ZnO e Ag. Tendo em conta que a prata e
o cobre sdo elementos do mesmo grupo, é possivel que o processo antibacteriano destes dois
elementos ocorra segundo um mecanismo semelhante. Com efeito, um estudo em que se produ-
ziram filmes finos compdsitos de ZnO e Cu®* [11], concluiu que a modificagio superficial com
Cu?* provoca uma inducio na absorcao de luz visivel no ZnO por transferéncia de carga interfa-
cial ap6s irradiagao com luz visivel, tal como o descrito no trabalho de Chuan com Ag,0. [10]

Um estudo comparativo de filmes de cobre (Cu) e 6xido de cobre (CuO) foi realizado pela
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Figura 1.7: Representacdo do mecanismo de atuacdo de nanoparticulas metalicas sobre
bactérias [21]

equipa de O. Akhavan [16]. Os filmes de Cu apresentaram um efeito bactericida mais eficaz
pois tém uma capacidade de aceitacdo de eletrdes superior a do CuO, o que resulta numa me-
lhor transferéncia de nanoparticulas entre a superficie (aceitadora de eletrdes) e as bactérias
(ligeiramente negativas). Esta transferéncia eletronica € um dos mecanismos de atividade an-
tibacteriana que leva a rotura das paredes celulares. Os CuO € um semicondutor que por foto-
inducdo pode gerar pares de eletrdo/lacuna na superficie, aumentando em 22% a sua atividade
antibacteriana. Os filmes de Cu reduzidos a 600 °C tinham um fino revestimento de CuO na
sua superficie e, quando expostos as mesmas condicdes de foto-indug¢do, aumentaram a sua ati-
vidade em 63%. As juncdes Cu-CuO que se formam sdo propicias a morte bacteriana, onde o
CuO gera pares eletrao-lacuna por foto-absor¢do e o Cu absorve os eletrdes foto-excitados, se-
parando os pares e levando a uma maior eficiéncia no processo de foto-inativagdo de bactérias.
Em contradi¢cao com estes resultados, um estudo liderado por C.C.Trapalis [32], que preparou
filmes finos de Cu/Si, por método de sol-gel, afirmou que estes materiais apresentaram proprie-
dades 100% antibacterianas, com E. coli, em menos de 24 horas. Os revestimentos foram sujei-
tos a um tratamento térmico em atmosferas redutoras e oxidantes e concluiu que estas em nada
eram uteis para a promog¢ao da atividade antibacteriana. Nas considerac¢des finais o aumento
das concentragdes de Cu e baixas temperaturas de tratamento térmico foram considerados os

factores que mais promoviam as capacidades antibacterianas.

Outro estudo, conduzido por Ben-Sasson, descreveu a funcionalizagdo de filmes finos de
poliamida cobertos por Nps de cobre com um agente de revestimento (Polietilenoimina), através
da técnica de dessalinagdo por osmose reversa. As membranas nativas, apresentava inicialmente
carga negativa devido aos grupos carboxilo, mas o revestimento com NPs de Cu alterou a carga
superficial para valores positivos. Apds 1 hora de contacto com as superficies o nimero de
células vivas na membrana diminuiu para 87% +0.2%, 96% + 3%, €79.5% 4+ 13% para E. coli, P.
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aeruginosa e S. aureus, respetivamente, relativamente aos controlos. Uma proposta apresentada
para os resultados foi dada pela toxicidade das NPs de Cu e pelas alteracdes fisicoquimicas das
membranas funcionalizadas. Os autores indicam que o revestimento com NPs de Cu ndo alterou
significativamente a rugosidade das superficies nem a molhabilidade das mesmas, atribuindo os
resultados as membranas positivas que promoveram a adesao bacteriana e desta forma as Nps
de Cu tiveram um efeito mais téxico sobre as bactérias que estavam mais aderidas a superficie,

levando a uma reducgdo de 80 a 95% de células vivas aderidas a superficie [31].

Poliamida

A poliamida (PA) € frequentemente utilizada na industria téxtil, em isolamentos de cabos,
embalagens alimentares e no meio hospitalar como invélucro de material esterilizado e fios de
suturas. E frequentemente designada por Nylon® e, é um polimero termopldstico, hidréfobo,
com uma boa estabilidade térmica e mecénica e elevada flexibilidade. Neste trabalho serd utili-
zada a poliamida 6,6 que tem como unidade de repeticao:

(-NH — (CHy)g — NH — CO — (CHs)y — CO—),
cujas macromoléculas se encontram ligadas entre si por ligacdes secundarias:

N — H — —0 = C <, como o apresentado na figura 1.8 [33].

Figura 1.8: Organizacao estrutural da poliamida 6.6 [34]

Os grupos amina (NH,) e carboxilico (COOH) conferem a poliamida um caréter anfotérico,
onde, na presenca de dgua, a ionizacao dos grupos ocorre dependente do pH e acessibilidade de

cada um dos grupos presentes no polimero, de acordo com as seguintes expressoes [35]:
PA—- NH,+H" — PA— NH}
PA—-COOH +0OH~ — PA—-COO™ + H,O

No trabalho desenvolvido por Kumar indicava que microcompdsitos prata incorporados em
poliamida 6 e 66 exibiam fraco poder antibacteriano, com uma diminuicao de concentracao da
E. coli e S. aureus num fator de 10, com um contacto durante 7 dias e com 8 wt% de Ag [36].

Outro estudo, liderado por Liu apresenta uma eficacia superior para a poliamida 6 dopada com
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prata de tamanho nanométrico com 2 wt%, onde foi reportado a morte total de E. coli ao fim
de 24 horas. Esta eficacia manteve-se durante 100 dias [37]. Embora os testes ndo tenham sido
efetuados com as mesmas condi¢des, podemos afirmar que o uso de nanocompdsitos apresenta
resultados significativamente melhores. C.Damm e colaboradores, noutro estudo, demonstra-
ram que a poliamida 6, PA6, quando conjugada com prata forma um nanocompdsito que ex-
pressa comportamento antibacteriano em contacto com E. coli. Os resultado mostraram que a
concentracao de bactérias, quando expostas ao compdsito de PA6, aumentam por num fator de
2, apds 24h, o que indica que a PA6 sustenta o crescimento bacteriano de E. coli. No entanto, o
mesmo ensaio foi feito com um nanocompdsito de particulas de prata e PA6 onde foi observada
a diminuicdo da concentracdo de bactérias nas suspensdes, apds 24h, indicando a morte das
mesmas. O autor defende que a morte bacteriana foi devida aos ides metélicos libertados das
superficies. O processo de difusdo dos i0es de prata da superficie ocorre nas zonas amorfas do
polimero, o que quer dizer que a taxa de libertagdao do ido metdlico estd dependente do grau de
cristalinidade do polimero [36].
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Capitulo 2
Materiais e Métodos

Os materiais e os métodos experimentais utilizados para atingir os objetivos do trabalho serdao

sumarizados nesta sec¢do com uma descricao dos materiais, dos instrumentos e dos métodos.

2.1 Materiais

Alvos

Neste trabalho foram utilizados 4 alvos; 6xido de zinco (Goodfellow - pureza 99,99 ©=100mm);
grafite (Testbourne Ltd., UK - pureza 99,9 %, ©=100mm); cobre (Goodfellow - 99,99% de pu-
reza, ©=100mm) e poliamida 6,6 (Goodfellow - pureza 99,99%, ©=100mm).

Substratos

Os filmes foram depositados sobre trés substratos devido as diferentes necessidades das vérias
técnicas de caracterizacdao; uma lamela de vidro (25x70x2mm), aco inoxidavel 316L (AISI)
(10x10x 1mm), e silicio (Si) (=1x1,2cm). A limpeza dos substratos foi feita com detergente
e agua, seguida de um banho em etanol durante 15 minutos em ultrassons. Antes de serem
colados ao porta-substratos com cola de prata, os substratos foram secos em corrente de ar

quente.

2.2 Pulverizacao Catodica

A pulverizagao catddica € uma técnica que permite revestir materiais através da deposi¢cao de
um filme sobre o material a modificar (substrato). Neste trabalho foram utilizados geradores de
radiofrequéncia (r.f.) para efetuar a ejecdo de material a partir do alvo.

O processo € baseado numa descarga de eletrdes entre um catodo (onde se coloca o alvo)

e um anddo (onde se coloca os substratos), colocados a uma distancia constante, numa camara
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com atmosfera rarefeita. Apds a introdug@o de um gas ndo reativo (Ar) € efetuada uma descarga
ao estabelecer uma diferenca de potencial entre o catodo e o anodo. Deste modo ha aceleracdo
das particulas presentes no plasma em dire¢do ao catodo. Quando as energias e massas destas
sdo suficientes para transmitir ao material do alvo uma energia superior a barreira de potencial
de superficie, di-se ejecdo de d&tomos ou clusters de &tomos, o que promove a ejecdo do material
em todas as dire¢cOes e deposi¢ao nas paredes da camara e no anodo sob a forma de revestimento.
As taxas de ejecao do material sdo proporcionais as energias das particulas de bombardeamento
até um certo valor 6timo, a partir do qual a taxa de ejecdo é constante mesmo para energias

superiores.

Os parametros utilizados na deposi¢do influenciaram as propriedades/caracteristicas dos re-
vestimentos. Com efeito, o tempo de deposi¢dao tem influéncia na espessura dos filmes, que
como ja referido na literatura, terd interferéncia na atividade antibacteriana apresentada pelos
filmes. A pressdo no interior da cidmara ird influenciar o percurso médio livre das particulas.
Pressoes elevadas originam um grande nimero de colisdes dentro do plasma, o que tem como
consequéncia a chegada de particulas ao anodo sem energia suficiente para efetuar a nucleagao
o que também se traduz numa diminui¢do da espessura. No entanto, pressdes demasiado baixas
diminuem a probabilidade de um eletrdo promover diversas colisdes com os atomos de gas.
A determinac¢do da pressdo ideal é um fator importante para uma deposicdo eficiente. Outro
parametro a ser avaliado € a poténcia que se fornece ao sistema e que estd relacionada com a

taxa de ejecdo, onde uma maior diferenca de potencial promove o aumento da corrente idnica.

Neste estudo foi utilizado o equipamento Edwards Coating System modelo E306A, com 2
geradores de radiofrequéncia, o Huttinger, modelo RFG 1000 RF, que alimentou o alvo de 6xido
de zinco e o gerador Eni Power Systems, modelo OEM12-05, que alimentou os alvos de grafite,
cobre e poliamida. Os dois cdtodos t€ém geometria planar o que permite a deposi¢do simultanea
de materiais com diferentes fluxos de ejecdo. O gas de descarga foi argon com 99,9999% de

pureza.

A limpeza por plasma ocorreu antes das deposi¢des de forma a limpar residuos presentes
nos alvos e substrato. O processo de limpeza teve a duragao de 5 minutos, a 0,7 Pa e com
poténcia de 150 W sobre o alvo de ZnO.

Apo6s a determinagdo dos parametros 6timos, as condicdes de deposicdo foram estabeleci-
das, tendo sido adotada uma nomenclatura ao longo deste trabalho onde as deposi¢cdes de testes
preliminares (Znl, Zn2, Zn3 e Zn4) sdo pertencentes ao Grupo I. As deposi¢cdes que deram
origem aos filmes compésitos ZnS (carbono,C), Zn6 (cobre, Cu) e Zn7 (poliamida, PA) serdo

pertencentes ao Grupo II. As condi¢des de deposicao estdo sumarizadas na tabela 2.1.
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Tabela 2.1: Condicdes de deposi¢ao

Pinicia(Pa) | Tilimpeza(°C) | Paep(Pa) | taep(s) | Alvol W.em™2 | Alvo2 W.em™2 | T;(°C)
Znl | 8,9 x 1074 51 0,7 1800 3,18 - 169
Zn2 | 6,0 x 1074 52 1,2 1800 3,18 - 158
Zn3 | 7,9 x 1074 54 0,7 1800 4,46 - 189
Zn4 | 6,8 x 1074 52 0,7 900 3,18 - 137
ZnS | 8,3 x 1074 31 0,7 900 3,18 2,55 132
Zn6 | 8,6 x 1074 37 0,7 900 3,18 0,76 134
Zn7 | 7,2 x 1074 34 0,7 900 3,18 0,76 109

2.3 Técnicas de Caracterizacio

2.3.1 Microscopia Eletronica de Varrimento

A microscopia eletronica de varrimento também conhecida pela sigla SEM, do inglés Scan-
ning Electron Microscopy, € uma técnica que permite a caracterizagao morfoldgica da superficie
dos materiais.

Um feixe de eletrdes, convergido por campos magnéticos, € acelerado por um anodo. Esse
feixe incide sobre a amostra e como resultado da interferéncia ocorre difusdes e emissao de
eletres. Das colisOes ineldsticas surgem eletroes secundarios quando as espécies atingidas
pelo feixe absorvem energia e libertam um eletrdo proprio da superficie da amostra e permite
assim criar uma imagem da morfologia superficial.

Para além de absorvidos, os eletrdes podem também ser difundidos. Esta interacdo com o
material ocorre a uma maior profundidade do que a que origina os eletrdes secundarios. Estes
sdo designados de eletrdes retrodifundidos, e t€ém um fluxo eletrénico proporcional ao nimero
atomico dos elementos presentes na amostra, originando assim uma imagem com diferentes
tons de cinza [38] [39] [40].

A espessura dos filmes € observada apds a fratura da superficie revestida através de uma
micrografia transversal. Neste trabalho foram utilizados dois equipamentos, um com um fila-
mento de tungsténio da marca JOEL modelo-XL30 e outro com canhdo de emissdo por efeito
de campo (FEG — do inglés “Field Emission Gun’’) marca FEI Quanta 400 FEG ESEM.

2.3.2 Microscopia de Forca Atomica

A microscopia de forca atémica, também conhecida como AFM, do inglés Atomic Force
Microscopy, € usada para caracterizacao topografica de superficies através das interacdes entre
uma ponta sensivel acoplada a um braco mecanico, o cantilever, e a superficie da amostra [41].

A superficie pode apresentar diferentes respostas relativamente a presenca da ponta de-
pendendo da distancia relativa entre as estruturas. Com a aproximacgao da ponta a superficie

da amostra surge um regime atrativo onde predominam forgas Van der Waals. Com a continua
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aproximacao da ponta hd uma conversao para o regime repulsivo entre as orbitais dos d&tomos da
superficie da amostra e os da ponta do microscépio que impelem a agulha no sentido contrario
devido a predominancia de forgas eletrostaticas [42].

A técnica de AFM faz um varrimento da amostra, nas 3 dimensdes Xx,y,x. O cantilever
oscila com base no movimento da ponta quando sujeita as interagdes com a superficie (forgas
de atracdo ou repulsdo). A detecdo das oscilacdes € feita por um feixe laser que incide na parte
superior espelhada do cantilever e reflete o raio. Este é lido num fotodetetor que localiza as
variagdes nanométricas através de variacdes na posic¢do e intensidade do raio refletido. Estes
sinais, apOs processamento, permitem a criagdo de uma imagem topografica com resolucao
atémica [41] [43].

A ponta da agulha pode estar em modo de contacto direto com a superficie, em modo-nao-
contacto, onde o varrimento e leitura da amostra € feito pelas forcas interatdmicas, ou em modo
intermitente, onde o cantilever oscila na sua frequéncia de ressonancia tocando gentilmente a
superficie da amostra a cada ciclo de oscilagdo (modo tapping) [44].

O microscoépio utilizado foi o modelo dilnnova da marca Veeco com uma ponta de silicio
da marca Bruker, com frequéncia de ressonancia, fy, de 150kHz e constante de mola, k, entre
10 N.m~! em modo de contacto intermitente. O tratamento de imagens e de dados foi efetuado

no programa “Gwyddion”.

2.3.3 Difracao de Raios X

A difracdo de raios X, XRD, do inglés X-Ray Diffraction, permite caracterizar a microestru-
tura e o grau de organizacao estrutural [45].
A difracdo de raios X utiliza um feixe de radiagdo monocromadtico sobre as superficies.
Os materiais cristalinos sdo compostos por unidades celulares que se repetem regularmente no
espaco com distancias uniformes e que vao influenciar o padrdo de difracdo onde diferentes
planos de dtomos dos materiais cristalinos vao difratar os raios X, como o representado na
figura 2.1 [46].

Figura 2.1: Difracdo de raios X sobre uma estrutura cristalina [46].

Se a diferenga de espacamento para planos sucessivos € um nimero inteiro de comprimentos
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de onda, ocorre a conjugacdo das ondas e surge um feixe difratado de forte intensidade [47].

Este comportamento € descrito pela lei de Bragg:
2dsin = nA\

onde d representa o espago interplanar, # o dngulo de incidéncia entre o feixe incidente e os
planos cristalinos, n a ordem de reflexao (nimero inteiro) e A o comprimento de onda do feixe.

A estrutura atémica é deduzida pela forma como os raios interagem com as superficies e
sao difratados em diferentes direcdes e intensidades, para diferentes angulos ou comprimentos
de onda incidentes [46]. Os padrdes dos cristais sao definidos por 3 integradores, &, k € /,
denominados por indices de Miller que descrevem a ordem de difracdo das ondas difratadas
[47] [48].

Neste estudo foi utilizado o equipamento de micro difracdoPan Alytical, modelo X’Pert,
usando uma tensdo de acelerag@o de 40 kV e uma intensidade de corrente de 35 mA, equipado
com detetor unidirecional. Este equipamento possui anticatodo de Cobre com A(K «1)=0,15406
nm. Os ensaios foram efetuados em modo continuo com um detetor PIXcel, com um intervalo
de difragdo 20 compreendido entre 10° ¢ 100° com um passo de 0,1 e tempo de aquisi¢ao de
0,5 s por passo. A identificacdo das fases presentes nos filmes foram feitas por comparagdo
da posi¢do dos picos presentes nos difractogramas com os valores tabelados nas fichas ICDDS,

apresentadas no anexo 22.

2.3.4 Espectroscopia de Infravermelhos por Transformada de Fourier

A espectroscopia de infravermelhos por transformada de Fourier, frequentemente denomi-
nada FTIR, do inglés Fourier Transform InfraRed, utiliza radiacdo infravermelha sobre uma
amostra. A técnica cria um espectro de absorvéncia, para diferentes nimeros de onda, onde
se define uma relacdo entre a absor¢do de energia e a frequéncia de vibragdes das ligacOes
covalentes do material. A radiacdo absorvida estimula niveis de energia especificos do mate-
rial, correspondentes a grupos quimicos funcionais especificos, que podem sofrer fendmenos de
alongamento, torcao e rotacao. Os picos de absorvéncia serao correspondentes as frequéncias
de vibracao entre as ligacOes covalentes e o tamanho dos picos t€ém uma proporcao direta com
a quantidade relativa dessas ligacdoes na amostra. Assim, para além de permitir identificar os
grupos funcionais presentes na amostra com frequéncias vibracionais proprias, permite também
avaliar a qualidade e consisténcia das amostras [40] [42].

Para esta caracterizacio foi utilizado o substrato de aco devido as ligacoes metdlicas que
vao permitir uma andlise sem interferéncias do substrato, pois a FTIR deteta apenas ligacdes
covalentes.

A caracterizacdo foi feita com o Espectrometro Frontier (FT-NIR/MIR) da Perkin Elmer,

equipado com um detector FR-DTGS e um divisor de feixe de KBr. O registo dos espectros foi
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efetuado com resolucdo 4.0 cm~! com 16 acumulacdes e recorrendo 2 técnica de amostragem

nao destrutiva de refletncia total atenuada (ATR).

2.3.5 Espectroscopia de Fotoeletrao X

A Espectroscopia de Fotoeletrdo X, também conhecida como XPS, X-Ray Photoelectron
Spectroscopy, permite identificar e quantificar o tipo de ligacdes presentes na superficie de
um material até 10 nm de profundidade através da incidéncia de raios X monocromaticos sobre
a amostra o que induz a emissao de eletroes [42].

A energia cinética com que um eletrdao € libertado depende das energias de ligacdo na su-
perficie e radiag¢@o incidente. Durante o processo um detetor determina a velocidade com que
os eletrdes sdo libertados da amostra e consequentemente a energia cinética dos mesmos. A
energia cinética dos eletrdes emitidos € inversamente proporcional a energia de ligacdo. Ao
estabelecermos esta relacdo podemos determinar o valor da energia de ligacdo do eletrdo emi-
tido. A configuracdo eletronica especifica e tinica dos elementos presentes € encontrada e é
determinado os tipos de ligacdo que se estabelecem entre os elementos [49].

O espectrofotometro utilizado neste estudo foi o Kratos Axis Ultra HSA equipado com fonte
de raios X com radiacdo monocromdtica Al-Ka (A= 0,83401 nm). Os foteletrdes foram deteta-

dos a 90° em relagdo a superficie do material.

2.3.6 Espectroscopia do Visivel/UV

A espectroscopia do Visivel-Ultravioleta direciona um feixe de radiagdo eletromagnética mo-
nocromdtica nas gamas do visivel/UV (200-800 nm) sobre a amostra, e deteta a intensidade de
energia absorvida pela mesma. A energia absorvida € descrita pela lei de Beer-Lambert, onde a
quantidade de luz absorvida (A), depende da concentragdo do meio absorvente (c), do coefici-

ente de absorcdo da espécie absorvente («) e da espessura do meio 6tico (1) [50] [38].
A=ua.cl

A obtencao dos espectros foi feita com o espectrofotometro Jasco V-530 sobre as lamelas
de vidro revestidas. Dado que se trata de um espectrofetometro com duplo feixe, no local de

referéncia foi colocada uma lamela de vidro ndo revestida.

2.3.7 Medicdo dos Angulos de Contacto Estitico

A medicdo do angulo de contacto estdtico entre um liquido e uma superficie depende de
varios factores como a rugosidade, a topografia e a composicao quimica. Esta técnica, permite,

entre outros, avaliar a hidrofilicidade/ hidrofobicidade das superficies [51] [52].
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Considerando uma superficie plana, o angulo de contacto estatico pode ser definido como
resultado do equilibrio mecanico de uma gota em repouso sobre uma superficie sélida e plana
sujeita a 3 tensOes superficiais. A relacdo entre as trés tensoes de interface estd representada na
figura 2.2; tensao liquido-vapor (7, ), tensao sélido-vapor (7, ) € tensdo solido-liquido () € no

ponto de intersecdo das mesmas, , é o angulo formado pela tangente do ponto de contacto [53].

tangente a superficie

angulo de
liquid tact
Iquida no contacito \ contacto @

vapor

v

Ky liquido

soélido

Figura 2.2: Representagdo das trés tensdes de interface resultantes do equilibrio mecanico de
uma gota em repouso sobre uma superficie sélida [53]

A equacgdo de Young permite relacionar todos os parametros:

Vip-€088 = Yoy — Vsl

Ysv — Vsl
Yiv

cost =

Dada a utilizacdo pretendida, contacto com superficies bioldgicas, é considerado que se
o angulo @ for inferior a 65° graus diz-se que a superficie tem uma boa molhabilidade, e é
hidrofila, se pelo contrdrio, for superior a 65° graus diz-se que a superficie é hidréfoba [53] [38].
A medi¢do do angulo de contacto estdtico foi feita com o aparelho Dataphysics, modelo
OCA 20 com uma gota de 10 pl de agua destilada. Cada medicao foi repetida 5 vezes em cada

superficie e o valor médio calculado.

2.3.8 Potencial Eletrocinético

As superficies apresentam grupos quimicos capazes de sofrer ioniza¢des e produzir uma
superficie carregada com uma absorcdo preferencial por determinadas cargas. O potencial zeta,
(¢, permite avaliar o comportamento das superficies quando em contacto com eletrélitos.

O potencial zeta € medido no plano de cisalhamento entre o material a analisar e os eletrdlitos
direcionados sob pressdo para a superficie. As particulas carregadas formam uma camada
imovel de contra-ides fortemente ligados na interface liquido-superficie, a camada de Stern.

Numa segunda camada mais externa, porque a organizacao idnica € mais difusa, devido as
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forcas de ligacdo mais fracas, camada de Gouy-Chapman, ocorre quebra de ligagdes devido a
tensao de corte provocada pela pressao do eletrdlito.

O potencial da interface entre a camada de Stern e a de Gouy-Chapman € conhecido como
potencial zeta e é funcdo da carga superficial e composi¢do do meio que a circunda e correla-
ciona a repulsdo eletrostdtica na interface [54]. Esta pode ser correlacionada com a corrente

gerada pela passagem do eletdlito através da equagao de Helmholtz-Smoluchowski:

_dl n L

= — X X
dp exg A

¢

onde, j—; representa o declive da curva de corrente em fungao da pressao; 7 a viscosidade do
eletrolito; € a constante dielétrica do eletrolito; £y a permitividade em vacuo; L o comprimento
do canal de medicdo e A a area transversal do canal de medicao [54].

Os filmes foram analisados pelo equipamento SurPASS, da AntonPaar com uma célula de

medicao de aperto. O eletrélito utilizado nas medi¢des foi KCI 1 mM, a pH 7,0.

2.4 Testes Bacterianos

2.4.1 Avaliacio da resisténcia/susceptibilidade bacteriana a Zn>*

A avaliacdo da resisténcia microbiana ao ido de zinco (Zn*") consistiu na determinagio da
concentracdo minima inibitéria, CMI, do inglés Minimum Inhibitory Concentration, MIC, ao
sulfato de zinco, ZnSO,, para 18 estirpes da colecdo de cultura do Laboratério de Microbiologia
da Faculdade de Ciéncia e Tecnologia da Universidade de Coimbra. O ZnSO, foi selecionado,
com base na sua constante de dissolu¢io que origina o ido Zn** e que, segundo a literatura, serd
um dos responsaveis pela toxicidade dos filmes em estudo. As estirpes selecionadas foram;
A37T2, B29T1, M47T1, M24T3, Rhodanobacter sp. A2-61, Pseudomonas aeruginosa, Staphy-
lococcus aureus, Streptococcus pyogenes,Escherichia coli, Escherichia coli 40, Ochrobactrum
tritici 5bvll,Ochrobactrum tritici SCII24; Staphylococcus saprophyticus, Klebsiella pneumo-
niae, Shigella flexneri, Bacillus subtilis, Microbacterium sp.3A e Pseudomonas fluorescens.

Os ensaios foram realizados em meio R2A (extrato levedura 0.5g/1 ; peptona 0.5g/1 ; casa-
minodacidos 0.5g/1; amido 0.5g/1; piruvato 0.3g/1; fosfato de potédssio 0.3g/1; sulfato de magnésio
0.024 g/1; agar 15g/1) suplementados com concentragdes crescentes Em seguida foram prepa-
radas suspensdes bacterianas equivalentes a 0,5 unidades de turbidez na escala de McFarland
e 5 uL de cada suspensao foram colocados sobre os meios de cultura R2A com as diferentes
concentragdes de sulfato de zinco. As placas foram incubadas durante 5 dias a temperatura de
25°C e os crescimentos bacterianos foram avaliados ap6s 2 e 5 dias de incubacdo

Da avaliacdo dos resultados dos MICs, duas bactérias foram selecionadas para andlise dos

filmes em ensaios futuros, uma com elevada resisténcia e outra sensivel ao ido Zn?", a saber P,
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aeruginosa € S. aureus.

2.4.2 Avaliacao do efeito de diferentes filmes no crescimento bacteriano

Os filmes depositados sobre silicio foram testados em meio liquido e sélido. Os quatro filmes
de composicao distinta, Zn4, ZnS, Zn6 e Zn7, que correspondem a ZnO, ZnO/C, ZnO/Cu,
ZnO/PA, respetivamente, foram avaliados pela resposta que apresentavam a colonizagao das
duas bactérias selecionadas no teste anterior. As superficies, colocadas em microplacas de
12 pocos, foram inicialmente desinfetadas com 2 mL de solu¢do de etanol a 70% durante 10
minutos com agitacdo 50 rpm. As superficies foram depois secas por evaporacao natural durante

20 minutos.

Ensaios em meio liquido

Os ensaios em meio liquido foram realizados para avaliar a adesdo bacteriana as superficies, a
capacidade de producao de biofilme sobre essas superficies e a possivel inibi¢do de crescimento
bacteriano.

As bactérias selecionadas foram usadas para a preparacdo de suspensdes em meio liquido
R2, com 0,5 unidades de turbidez na escala de McFarland e incubados a 36° a 130 rpm. Apds
24 horas, as suspensodes foram diluidas para uma densidade 6tica igual a 0,2, e 2 mL destas
suspensdes foram colocados nos pogos 12 pocos como o ilustrado na figura 2.3. As superficies
revestidas foram adicionadas aos pogos de forma a ficarem completamente submergidas nas

suspensoes, tendo todos os ensaios sido efetuados em duplicado.

Figura 2.3: Microplaca de 12 pocos com superficies submergidas em 2mL de inéculo de
P.aeruginosa

Os ensaios decorreram segundo trés condi¢des de crescimento ( A, B, C) numa numa estufa

com agita¢do, 110 rpm, a 36° C durante 38 horas.

Condi¢do A: Com incidéncia de luz visivel constante sobre a cultura;
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Condigcdo B: Com crescimento no escuro;
Condicdo C: Com pré tratamento UV. As microplacas foram sujeitas a um tratamento de
15 minutos sob luz ultra-violeta de comprimento de onda 365 nm a uma altura de 13,8 cm.

Posteriormente foram incubadas no escuro.

As superficies, antes de observadas em SEM, foram sujeitas a um processo de limpeza,
fixacao e desidratacdo. A limpeza foi efetuada com 2 mL de solu¢do tampao fosfato salino, por
duas vezes, de forma a retirar as células que ndo aderiram a superficie. A fixacao foi realizada
com 2mL de solu¢do de glutaraldeido a 2,5% (v/v). A etapa da fixacdo permitiu a manutengao
da estrutura das células antes da etapa de desidratac@o. O processo de desidratagao foi realizado
através da adi¢ao de 2 mL de solucdes de etanol a 70, 80, 90, 95 e 100% (v/v). Cada uma das
etapas (limpeza, fixag@o e desidratacao) descritas teve uma dura¢do de 10 minutos com agitacao,

110 rpm.

Ensaios em meio solido

As superficies Zn4, ZnS, Zn6 e Zn7 foram também testadas em meio s6lido de forma a avaliar
se possuiam carater antibacteriano e quando em contacto direto com os meios de cultura, com
a difusdo de 16es e ROS com consequente produgdo de halos de inibi¢ao.

As suspensoes das bactérias anteriormente selecionadas com 0,5 unidades na escala de Mc-
Farland foram preparas e 100 puL destas foram espalhadas sobre o meio R2A, com o auxilio de
uma alca de Drigalsky de forma a obter um espalhamento bacteriano homogéneo sobre o meio
de cultura. Os testes decorreram em trés condi¢des diferentes (D, E, F) e com incuba¢ao numa
estufa a 36°C, durante 38 horas.

Condicdo D: As superficies revestidas dos filmes foram colocadas em contacto direto com
as bactérias e incubadas com incidéncia de luz constante sobre o fundo das placasde Petri;

Condigdo E: As superficies revestidas dos filmes foram colocadas em contacto direto com
as bactérias e incubadas no escuro;

Condicdo F: Ap6s o processo de limpeza, os filmes foram expostos a um tratamento de 15
minutos de luz UV de comprimento de onda 365 nm a uma altura de 13,8 cm. Apds o trata-
mento UV, as superficies revestidas dos filmes foram colocadas em contacto com as bactérias e

incubadas no escuro.

Os testes de avaliacdo de halos de inibi¢do sdo geralmente realizados usando discos onde a
medicao do halo € feita partindo do centro da circunferéncia até a zona de crescimento bacteri-
ano [55]. No entanto, dado que as superficies em estudo tém geometria retangular, a medi¢cao
dos halos foi feita perpendicularmente ao limite externo das superficies até€ ao inicio da drea de

crescimento bacteriano.
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Capitulo 3

Resultados e Discussao

3.1 Morfologia/ Topografia

A andlise morfoldgica por SEM permitiu a observacao das topografias da sec¢ao transversal
dos revestimentos. Como ja referido as deposicoes efetuadas neste trabalho podem ser divididas
em dois grupos; o grupo I (Znl, Zn2, Zn3, Zn4), que engloba as deposi¢cOes teste que serviram
para selecionar as condi¢des de deposicao e o grupo II que originou as superficies compdsitas
(Zn5,Zn6 e Zn7).

De acordo com o diagrama de Thorton, figura 3.1, podemos observar o tipo de morfologia
transversal e superficial expectavel considerando as condi¢des de deposi¢do e a temperatura de
fusdo (T,,) do material que constitui os revestimentos. As deposi¢des dos filmes foram efetu-
adas a 10 mTorr (0,70 Pa). A temperatura média final de 141°C medida na parede da camara
de deposicdo, indica que a temperatura de deposi¢do € muito mais elevada o que, em principio
situard a razdo T/T,, na zona T ou entre esta € a zona 2. Quando as for¢as de coesdo, entre as
particulas do filme, sdo superiores a forca de adesao entre os 4tomos do filme e do substrato, o
revestimento cresce por camadas. Pelo contrario se as forcas adesivas forem superiores as co-
esivas, os adatomos fixam-se fortemente ao substrato e as espécies que vao chegando crescem
em volta destes, formando um crescimento por “ilhas”, originando um crescimento colunar.
Condig¢des de deposicao semelhantes as utilizadas neste trabalho foram descritas na literatura
como dando origem a estruturas da zona T e zona II. [28].

A influéncia de 3 parametros foi estudada; o tempo, a pressao e a poténcia fornecida ao alvo.
Na figura 3.2 podem ser observadas as morfologias superficial e transversal dos filmes finos do
grupo I, que revelam, de acordo com o diagrama de Thorton, morfologias tipicas da zona T e
zona II, o que estd de acordo com o anteriormente referido.

A influéncia da pressdo de deposicao foi avaliada pela comparagdo dos filmes Znl e Zn2,
com deposicoes a 0,7 Pae 1,2 Pa, respetivamente. O aumento de pressao causou uma diminui¢ao

na espessura do filme que passou de 1650 nm para 1150 nm. Com efeito, para uma pressao
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Figura 3.1: Diagrama de Thorton com as condi¢des de deposi¢cdo efetuadas ao longo deste
trabalho assinaladas a vermelho. Figura adaptada de [56]

mais elevada o caminho médio livre das particulas ejetadas diminui, isto €, a probabilidade do
nimero de colisdes com outras particulas aumenta. Este facto tem como consequéncia a perda
de energia das particulas ejetadas do alvo, bem como desvios no seu percurso o que implica que
podem ndo ficar com a energia suficiente para chegar ao substrato ou podem ser “desviadas” e

serem depositadas nas paredes da camara.

Os filmes Zn1 e Zn3 foram depositados com parametros de deposicao iguais a excepcao da
poténcia do alvo. O filme Zn1 foi depositado com uma densidade de poténcia de 3,18 W.cm—2
e 0 Zn3 com 4,46 W.cm~2. As micrografias apresentam espessuras semelhantes para os dois
filmes, evidenciando que o aumento do nimero de particulas ejetadas é semelhante para as duas
densidades de deposi¢do utilizadas. No entanto, a sec¢do transversal € ligeiramente distinta,
apresentando estruturas colunares de maiores dimensdes, para a densidade de deposi¢ao mais
elevada. Com efeito, neste caso aumenta a taxa de ejecao do material do alvo o que faz com que
a quantidade de addtomos que chega ao substrato seja maior. Por este motivo os agregados de
ilhas crescem rapidamente e formam zonas de sombra na zona do substrato adjacentes a elas, o

que induz um crescimento nao uniforme do filme originando uma superficie acidentada.

O ultimo parametro a ser analisado € o do tempo de deposi¢ao. O filme Zn1 foi depositado
durante 30 minutos e apresenta uma espessura de 1650 nm e o filme Zn4, depositado durante
15 minutos conta com 500 nm de espessura. Segundo a literatura os filmes que apresentam
maior poder antibacteriano normalmente apresentam espessuras compreendidas entre os 200 e
600 nm [28], sendo a deposi¢do Zn4 a mais indicada. Para além deste facto, que resulta da
aplicagdo final para os filmes finos estudados, a escolha de uma espessura mais baixa prende-se

também com o tipo de morfologia superficial (consequéncia observada transversalmente).
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Figura 3.2: Micrografias SEM da sec¢ado transversal(a, c, e, g) e da superficie(b, d, f, h) das
deposi¢cdes do grupo I - a, b) Znl; c, d) Zn2; e, f) Zn3; g, h) Zn4
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Todos os filmes até agora analisados apresentam um crescimento em colunas com reduzida
dimensao até cerca de 600-700 nm de espessura, valor a partir do qual as colunas aumentam
de diametro. Este facto foi observado em todos os filmes, independentemente da variacdao de
parametros de deposi¢do utilizados, o que esta de acordo com o descrito na literatura. Com
efeito, e de acordo com o ja referido, com a formagado da primeira estrutura colunar (até cerca de
600 — 700 nm), o préprio material depositado gera uma membrana térmica que impede os efeitos
de arrefecimento do substrato e, consequentemente, leva a uma maior liberdade de movimento
das espécies que formam a segunda camada colunar que, devido a uma maior difusdo dao
origem a estruturas mais largas e compactas, caracteristicas da zona I do diagrama de Thorton.

Acresce o facto que a selecdo do filme fino Zn4 permite que nos estudos de interacdo da
superficie com as células procariotas apenas a quimica da superficie seja responsavel pelos
resultados e ndo a sua topografia, uma vez que a superficie dos filmes Znl, Zn2 e Zn3, sdo
bastante distintas com varia¢Oes pico/vale superiores as observadas para Zn4.

As condicoes de deposi¢do foram determinadas apds a anélise do grupo I, com a determinagao
de um tempo de deposicao de 15 minutos, uma pressao de 0,7 Pa e uma densidade de deposi¢ao
de 3,18 W.cm? para o alvo de ZnO. Os filmes Zn4 foram usados como filmes monoliticos para o
desenvolvimento dos filmes compdsitos. Os filmes compdsitos foram obtidos por co-deposi¢ao
com alvos de carbono ( Zn5 densidade de deposigdo de 2,55 W.cm?), de cobre (Zn6) e de poli-
amida (Zn7), ambos com densidades de deposi¢io de 0,76 W.cm?.

As micrografias da superficie destes filmes sdo muito semelhantes a observada para o filme
Zn4, como pode ser observado para a superficie Zn7, figura 3.3, que € representativa das su-

perficie dos filmes do grupo II.

Figura 3.3: Micrografias do filme fino Zn7, a)sec¢do transversal, b)superficie e c)substrato
inclinado

As espessuras dos filmes foram estimadas pelas micrografias transversais e apresentada na
tabela 3.1. O filme composito de cobre (Zn6) foi o que apresentou maior espessura devido ao
seu elevado rendimento de pulverizaciao do elemento metdlico, o que implica que a quantidade
de espécies ejetadas do alvo, por cada ido Ar™ incidente, é superior. O filme Zn5 apresenta a

menor espessura pois o carbono apresenta um muito baixo rendimento de pulverizagao.
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Tabela 3.1: Espessura dos filmes medidas nas micrografias SEM transversais

Znl 7n2 7Zn3 7Zn4 7n5 7n6 Zn7
1635nm | 1135nm | 1613nm | 455nm | 385nm | 705nm | 522nm

As micrografias das seccdes transversais dos filmes Zn6 e Zn7, na figura 3.4, permitem
observar que a co-deposicao com qualquer um dos materiais nao induz alteracdes significativas

na morfologia, quando comparados com o filme monoliticos de ZnO.

Figura 3.4: Micrografias da sec¢do transversal dos filmes Zn6 (a) e Zn7 (b)

A caracterizagdo por AFM permitiu uma caracterizagdo topografica mais precisa. As ima-
gens foram tratadas no programa Gwyddion com o alinhamento das superficies através de uma
funcao polinomial de terceiro grau.

A figura 3.5 apresenta as imagens obtidas por AFM para os filmes do grupo II, onde no lado
esquerdo estdo as imagens topogréficas e no lado direito as imagens de fase. E possivel identi-
ficar particulas bem definidas, sendo a superficie Zn5 a que apresenta as de maiores dimensoes
seguida da Zn7 e com a Zn6 a apresentar as particulas mais pequenas.

A imagem de fase permite visualizar a presenca de materiais distintos numa superficie.
Em todos os filmes a presenga do segundo material ocorre preferencialmente na fronteira das
particulas. Comparando as imagens de fase das trés superficies podemos afirmar que o filme

fino Zn5, figura 3.5 € o que tem maior densidade de material co-depositado, seguido do Zn7 e
Znb6.

Analise da rugosidade

A rugosidade de uma superficie € definida pelas irregularidades em relacdo a uma linha
média ao longo da drea em andlise. Dois indicadores frequentemente usados para definir a

rugosidade de um material sdo a raiz quadrada da rugosidade média R, (ou S,,.5, no caso de
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Figura 3.5: Imagens AFM dos filmes a)Zn5, b)Zn6 e ¢)Zn7. Imagens topograficas na coluna
da esquerda e de fase na da direita.

superficies) e que representa a raiz quadrada do valor médio do quadrado das distancias Z; dos

pontos ¢ do nivel médio da superficie:
Rys = (1/N X 223)1/2

O nivel médio da superficie € a linha imagindria que serve de referéncia para as medicdes da
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rugosidade. Esta linha € paralela a superficie, onde numa vista de perfil os somatérios das areas
contidas entre cada lado da linha sdo iguais. Assumindo que as variacdes de altura sdo medidas

como Z; na direcao +Z, o nivel médio da superficie deve satisfazer a seguinte equagao:

A rugosidade média, R, (ou S, para superficies) € definida pela média dos valores absolutos

das variacdes Z; medidas com referéncia no nivel médio da superficie:
R, =1/N x> |Zi]

Superficies niveladas, com pequenos desvios de Z; apresentam valores R,,s € R, semelhan-
tes. No entanto, se existirem lacunas ou vales e picos elevados, o valor de R, serd maior que o
de R, [41]. A razdo R,/ R, permite também avaliar se a rugosidade da superficie segue uma
distribui¢do Gaussiana, que se verifica se os valores estiverem proximos de 1,25 e ndo superio-
res a 1,31. Caso o valor da razdo esteja compreendido neste intervalo podemos aplicar algumas

relacOes estatisticas como o conceito de curtose, kurtosis, Ry.,:

1 K
Rku = NRéns (Zi:l }/;4)

onde Y ¢ a altura do perfil no ponto i. Este parametro mede a distribui¢cao dos picos relati-
vamente ao plano médio, onde superficies pontiagudas terdo Ry, > 3, superficies achatadas,
Ry, < 3 e para superficies completamente aleatorias Ry, = 3. A simetria das variacOes
do perfil sobre o plano médio também foi calculada e, € tipicamente referida como skewness,
R [43] [41]. Este parametro tem grande sensibilidade para desvios ocasionais de elevada am-
plitude. Estes parametros foram determinados automaticamente pelo programa Gwyddion, e

apresentados na tabela 3.2.

Tabela 3.2: Tabela de parametros de rugosidade

Sa (nm) | Sms(nm) | Sms/Sa | Skewness | Kurtosis
Znl | 20,35 26,12 1,28 -0,51 0,75
Zn2 | 1721 21,36 1,24 -0,04 -0,173
Zn4 8,79 10,98 1,25 -0,14 -0,08
Zn5 7,78 9,81 1,26 -0,02 0,06
Zn6 6,72 10,16 1,51 - -
n7 8,08 10,4 1,29 0,48 0,80

Como esperado, as superficies do grupo I, que tiveram maior tempo de deposicao, apresen-
tam maior rugosidade, pois as formagdes colunares formaram didmetros de maiores dimensoes,

dando origem a superficies mais acidentadas.
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As rugosidades 5,,; e S, apresentam valores semelhantes para todas as superficies com
tempo de deposicao de 15 minutos e, a excepgao da superficie Zn6 seguem todas uma distribui¢ao
Gaussiana quanto a sua rugosidade em relacdo a escala da imagem.

Todos os filmes analisados apresentam valores de kurtosis, Ry, inferiores a 3 o que indica
que ndo existem picos ou vales com valores muito discrepantes da linha média e que a superficie
apresenta irregularidades suaves.

A analise da assimetria, skewness, R, apresenta valores negativos para todos os filmes a
excep¢ao do Zn7. Os valores negativos deste pardmetro revelam que os vales sdo dominantes

na superficie para os filmes Znl, Zn2, Zn4 e Zn5. O filme Zn7 apresenta pelo contrario maior

nimero de picos.
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Figura 3.6: Esquema de a)Skewness e b)kurtosis [57]

3.2 Estrutura

O ZnO pode cristalizar sobre 3 formas estruturais; blenda, rock salt ou vurtezite [1] [58]. A
andlise, por difracdo de raios X, foi feita sobre o alvo e nos revestimentos depositados sobre
superficies de vidro.

A figura 3.7 apresenta o difractograma do alvo de ZnO, com picos de difracao para valores
de 260 de 31,65° , 34,35°, 36,15°, 47,45°, 56,45°, 62,75°, 66,25°, 67,85°, 68,95°, 72,65°, 76,85°,
81,45, 89,65°. Estes foram identificados com sendo os planos do ZnO, de acordo com a ficha
ICDD 01-075-0576 The International Centre for Diffraction Data, presente no anexo, na figura
22.

Os difractogramas das superficies estdo presentes na figura 3.8. No grupo de deposi¢des |
foram alteradas a pressao, a poténcia e o tempo de deposi¢ao. Os planos de difracdo presentes

sd@o os mesmos que foram identificados para o alvo, o que € natural dado tratar-se do mesmo
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Figura 3.7: Difractograma do alvo de ZnO

material. No entanto, é visivel que as intensidades relativas dos picos ndo siao as observadas
para o alvo, ocorrendo uma orientacdo preferencial segundo o plano (0 0 2). As superficies
Znl, Zn2 e Zn3 apresentam picos bem definidos onde os pequenos valores de largura a meia
altura (FWHM), sdo indicadores de tamanho de cristalite micrométrica. Por outro lado o filme
Zn4 apresenta picos mais largos com algumas bossas que correspondem a um material nano-
cristalino.

Os planos correspondentes a estrutura cristalina do ZnO hexagonal sdo os planos (1 0 1), (0
02)e (100)[48]. O pico de difragao (0 0 2), € comum a todas as superficies e, tal como nos
difractogramas do grupo I, sugere uma orientacdo preferencial dos filmes segundo este plano de
difragcdo. Este pico € indicador de uma orientacdo preferencial sobre o eixo-c perpendicular ao
substrato. Esta organizagdo surge como resultado da orientacao preferencial pela minimizacao
das tensoes internas e da energia de superficie, o que causa a deposicdo segundo o plano de
maior densidade atémica, o plano (0 0 2) [28] [59] [60] [61].

A auséncia de picos caracteristicos de carbono ou poliamida nas superficies ZnS e Zn7 era
Jé esperada, pois estes materiais, ap0s pulverizacio, ndo apresentam ordem estrutural, isto €,
sdo amorfos.

No entanto, também no caso da superficie Zn6 nao € visivel nenhum pico de difracdo associ-
ado ao cobre. Este facto pode ser devido a um, ou a conjugac¢ao, de dois fatores: i) a quantidade
de cobre presente no filme nao corresponde a 5% do volume analisado, condi¢do para ser dete-
tado por XRD ou; ii) o cobre estd sob a forma oxidada e é amorfo. No caso da superficie Zn7
a drastica diminui¢do das intensidades dos picos de difragdo associada a auséncia da orientacdo
preferencial segundo o plano (0 0 2) indica que a incorporagao de poliamida durante a deposi¢ao

do ZnO € responsavel por uma total desorganizagdo da estrutura do filme ceramico, sendo que
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AFM, das dimensdes dos materiais co-depositados com o ZnO permitem afirmar que se tratam
de filmes nanocompositos.

3.3 Analise Quimica

A caracterizacdo FTIR para o alvo foi feita para nimeros de onda compreendidos entre os
500 e 4000 cm !, onde o espectro apresentado na figura 3.10 representa o intervalo de 1400 a
3600 em L. O pico referente a vibracdo de Zn-O, estd presente de acordo com a literatura para

valores entre os 410 e 510 em ™!, no entanto, a caracterizacdo FTIR efetuada neste trabalho

1

inicia-se aos 500 ¢m ™" e ndo detetou este pico, sendo provavel que se encontre em valores

inferiores a gama estudada. Os restantes picos identificados para o alvo e restantes superficies
estdo resumidos na tabela 3.3.

Na superficie Zn4 podemos observar o pico correspondente ao alongamento da ligacao Zn-
0, aos 510 em™ 1.

A analise do filme Zn5, com carbono, confirma a presenca das ligacdes Zn-O tanto no modo
alongamento como de deformacdo angular, e permite identificar as ligacdes C=C e C=0. Para
além da ligacao O-H, é também detetavel a ligacao Si-O, que diz respeito a ligagcao entre o filme
fino e o substrato de silicio.
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Figura 3.9: Espectros FTIR do alvo de ZnO e dos filmes finos Zn4, Zn5 e Zn6.
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Figura 3.10: Espectro FTIR do filme fino Zn7.

Tabela 3.3: Identificacdo dos picos FTIR as ligacdes correspondentes

Superficies Nimeros de onda (cm-1) Ligacoes descritas na literatura
7Znl, Zn4, Zn5, Zn6, Zn7 510 Vibragdes alongamento Zn-O [50] [62] [63] [45]
Zn6 620 Vibragao da ligagcao Cu-O [62]
Zn5, Zn7 965 Alongamento das liga¢cdes N-H, C-H, C=C, C-C-C e C-H [1]
ZnS, Zn6 1140 e 1653 Vibragdes de deformacdo angular Zn-O [64]
Zn5 1632 e 3450 Alongamento e deformagdo angular do grupo —OH [65]

No filme Zn6 € possivel identificar aos 620 cm ! a ligacdo Cu-O e as ligacdes Zn-O e Si-O.

Este facto vem confirmar que, pelo menos alguma percentagem, de cobre se encontra sob a

forma de 6xido.

Por ultimo, a co-pulverizacdo com o alvo polimérico, Zn7, d4 origem a vdrias ligacdes
caracteristicas da poliamida tais como as liga¢cdes N-H, C-H, C=C, C-C-C e C-H.

40



A andlise XPS permite saber a composi¢cdo quimica dos revestimentos até 10 nm de pro-
fundidade. A tabela 3.4 apresenta os valores da composicdo quimica em relacdo a amostra total

dos elementos presentes nos filmes.

Tabela 3.4: Composi¢ao quimica (%)dos elementos presentes nos filmes através de XPS

Znl | Zn2 | Zn3 | Znd4 | Zn5 | Zn6 | Zn7

C — — - - 1487 | - |10,0
N - - — - - - 0,3
O | 572|717 |54,3 53,2326 | 64,7 | 55,0
Cu 7.8

Zn | 42,8 | 28,3 | 45,7 | 46,8 | 18,7 | 27,5 | 34,7

Os filmes do Grupo I, a excep¢do do Zn2, apresentam valores relativamente semelhantes
para todos os filmes, ~ 45% de 6xido de zinco e ~ 55% de oxigénio.

As superficies do grupo II, para além de zinco e oxigénio resultantes do alvo de ZnO, tém
presentes na sua superficie os elementos dopantes. A superficie ZnS € a que apresenta maior
incorporacdo de material co-depositado, carbono, com quase 50% da sua composi¢do, o que
vem reforcar a maior densidade deste material observada nas imagens de fase em AFM.

A desconvolugdo dos espectros de alta resolugdo foi feita para os elementos presentes em
cada filme, o que permitiu identificar os tipos de ligagdes presentes.

A desconvolugdo do filme Zn4, na figura 3.11, permitiu, como esperado, identificar a ligagao
Zn-0.
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Figura 3.11: Desconvolucao dos espectros XPS da superficie Zn4

O filme Zn35, cuja desconvolugdo estd apresentada na figura 3.12, revela que o oxigénio, para
além de se encontrar ligado ao Zn, tem alguma percentagem em ligagdes com o carbono. Por
seu lado o espectro de carbono evidencia que, excluindo a ligagdo ao oxigénio, este elemento

estd presente sob a forma de carbono do tipo diamante (ligacdes com hibridizacdo sp?).
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Figura 3.12: Desconvolugdo dos espectros XPS da superficie Zn5 para as orbitais Zn2p, Ols,
Cls

As desconvolugdes dos filmes Zn6 e Zn7 estdo presentes na figura 3.13, e permitiram iden-
tificar as ligacdes oxidadas Zn-O, Cu-O e Cu-Cu, para o filme Zn6 e Zn-O, C=0, C-C, C-N,
N-C=0 e N-H para o filme Zn7. A técnica de XPS, vem assim confirmar o observado por FTIR
e esclarecer o facto de ndo se encontrarem picos de difracdo relativamente ao cobre para o filme
fino Zn6. Com efeito, ndo sé a sua quantidade € relativamente reduzida, como parte do metal
se encontra na forma oxidada (geralmente com estrutura amorfa), sendo que a percentagem que

corresponde ao material na forma metélica fica abaixo do limite de detecdo da técnica.
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3.4 Espectroscopia do Visivel/UV

A anadlise de absorvéncia UV-Vis permite avaliar a capacidade das superficies desenvolvidas
produzirem ROS com efeitos antibacterianos, tal como descrito anteriormente, nos filmes de-
positados sobre as laminas de vidro. Os espectros de absor¢do UV-Vis dos filmes do grupo II
estdo representados na figura 3.14 para a gama de comprimentos de onda compreendida entre
0s 290 nm e 800 nm.

Um pico de absor¢dao UV nos 360 nm € atribuido a transigdo HOMO-LUMO, Highest Oc-
cupied Molecular Orbital-Lowest Unoccupied Molecular Orbital, que ocorre pela transicao do
eletrao do ZnO da banda de valéncia para a banda de conducao [66].

Os efeitos da dopagem com Cu aumentaram poder de absor¢ao da radiagdo do filme em todo
o espectro, promovendo uma absorvéncia na zona do visivel, que era quase inexistente nessa
gama de comprimentos de onda. Este facto leva a ativagdo do compdsito para uma maior gama
de comprimentos de onda, o que poderd ser benéfico para a atividade antibacteriana. A co-
deposi¢dao com cobre permite identificar uma curva ligeira adicional no espectro a variar entre
400 e 500 nm, que corresponde a transferéncia de cargas interfaciais dos eletroes excitados da
banda de valéncia do ZnO para os ides de Cu?* [11].

Pelo contrério, o carbono e a poliamida diminuiram a capacidade de absor¢ao dos filmes
simples de ZnO na gama dos 290 aos 400 nm mas aumentaram a absorcdo de energia para
radiagcdes na zona do visivel. A aresta carateristica do ZnO aos 360 nm também foi desviada
para menores comprimentos de onda nos filmes compositos de carbono e poliamida. O pico
carateristico do ZnO aos 360 nm também foi desviado para menores valores de comprimentos
de onda nos filmes compésitos de cobre e poliamida. Deve ainda ser realcado que também o
filme com poliamida apresenta um ligeiro aumento de absorvéncia para comprimentos de onda
entre os 380 a 450 nm.

O vale observado aos 660 nm € devido a uma falha no equipamento.
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Figura 3.14: Espectro de absorvéncia VIS-UV para os filmes do grupo II

3.5 Molhabilidade

A diminui¢do da energia livre de superficie causa, frequentemente, um aumento no valor do
angulo de contacto [53].

Recentemente foi demonstrado que a adesdo bacteriana € inequivocamente mediada pela
diferenca de energia superficial livre entre as células bacterianas e o substrato sélido [67].
Quanto menor esta diferenca, maior o grau de adesdo bacteriana. No presente trabalho ndo
foram medidas as energias de superficie das estirpes bacterianas utilizadas. Assim a anélise vai
ser efetuada considerando apenas a hidrofilicidade e hidrofobicidade das superficies desenvol-
vidas.

Na tabela 3.5 estdo apresentados os valores médios e o desvio padrao do angulo de contacto
estatico entre as superficies depositadas e a dgua. O grupo I, cujas deposicdes foram feitas
com o alvo simples de ZnO, apresentam valores semelhantes, o que indica que os diferentes
parametros de deposi¢c@o pouco alteram a natureza hidrofébica/hidrofilica dos revestimentos.

Os filmes Zn5 e Zn7, dopados de carbono e poliamida, respetivamente, apresentam angulos
de contacto superiores, quando comparados aos filmes do grupo I, o que indica que estas su-
perficies apresentam caracteristicas marcadamente hidréfobas. A dopagem com cobre, pelo
contrario, diminuiu o angulo de contacto para os 45°, o que pode ser devido a presenca de mais

material ceramico (Cu-O) que contribui para o aumento da energia de superficie.
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Tabela 3.5: Angulos de contacto das superficies em estudo

Znl 7n2 7Zn3 Zn4 7n5 7n6 Zn7
61,8+0,2 | 69,1+0,7 | 63,8+=1,3 | 61,2+1,4 | 96,1+2,2 | 45,4+1,2 | 97,84+2,9

No entanto, é importante relembrar que a rugosidade afeta a medi¢ao do angulo de contacto
e sabendo que as superficies Znl, Zn2 e Zn3 apresentavam uma topografia mais acentuada que
as restantes ndo podemos fazer uma andlise comparativa destas superficies com as restantes.
No entanto fazendo a comparagdo entre os restantes filmes, podemos afirmar, que, com base
apenas nos valores dos angulos de contacto estaticos, e sem considerar a quimica da superficie, o
comportamento antibacteriano terd maior eficiéncia sobre a superficie Zn7 e seguido da seguinte
ordem: ZnS > Zn4 > Zn6.

3.6 Potencial Eletrocinético

A carga superficial dos filmes finos foi avaliada através da determinacdo do potencial zeta.
A tabela 3.6 apresenta os valores médios avaliados com uma solu¢do de KCI, ImM e pH de
7,0. Como referido anteriormente, o potencial zeta depende da concentragdo de cargas que se
acumulam na superficie quando em contacto com o eletrélito.

As paredes celulares das bactérias Gram-positivas e Gram-negativas possuem grupos funci-
onais acidicos e basicos associados a lipossacarideos, fosfolipidos (no caso das Gram-negativas)
ou peptidoglicano.

E a presenca ou auséncia destes grupos funcionais que define o comportamento eletrostatico
das bactérias em relacao a superficies abidticas e que permite a regulacdo da adesdo bacteriana e
interacao com outros agentes. A maioria das bactérias apresenta uma carga superficial negativa
que € equilibrada com contra-ides presentes no meio envolvente [55]. De forma a evitar a adesao
as superficies com potenciais zeta negativos terdo teoricamente maior capacidade anti-aderente,
pois as cargas irdo repelir-se mutuamente.

E possivel observar que a superficie Zn6 é a tGnica com potencial zeta positivo, sendo as
restantes teoricamente mais apropriadas para o uso de revestimentos que inibam a adesdo bacte-
riana. O angulo de contacto da Zn6 indicava-a como a superficie mais hidrofila e esta € também
a Unica superficie com potencial positivo. Esta diferenca tao grande de potencial sugere que o
tipo de ligacGes e estrutura quimica desta superficie € completamente distinta das presentes nos

restantes revestimentos.

Tabela 3.6: Potencial zeta dos filmes finos do Grupo II

Superficies Zn4 Zn5 7n6 Zn7
Valor médio (mV) | —27,94+3,0 | —39,5+2,2 | +20,4+4,9 | —21,54+4,5
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Desta forma, com base no potencial eletrocinético prevé-se que a superficie Zn5 serd a que
terd melhores capacidades antibacterianas, seguida da Zn4, Zn7 e por fim a Zn6.

Com base apenas nestas duas ultimas caracterizagoes € possivel evidenciar que a previsao
da atividade antibacteriana € bastante mais complexa do que escolher uma superficie hidréfila,
ou uma superficie com potencial zeta negativo, pois por vezes, tal como no caso do filme fino
Zn6, a mesma superficie associa propriedades/caracteristicas que sdo contraditérias face ao
descrito na literatura para a concepcao de uma superficie 6tima para um efetivo desempenho

antibacteriano.

3.7 Testes Bacterianos

3.7.1 Avaliacio da resisténcia/susceptibilidade bacteriana a Zn>*

Os resultados do ensaio de determinacdao das CMIs para as 18 bactérias permitiu avaliar
o comportamento das mesmas quando expostas ao ido Zn?", por forma a selecionar as duas
estirpes para a realizacdo de teste com as diferentes superficies desenvolvidas neste estudo.
O crescimento em meio R2A suplementado com as diferentes concentracdes de zinco foi
avaliado ao fim de 5 dias de incubacao e os resultados apresentados como resistente/susceptivel
na tabela 3.7.

Tabela 3.7: Resultados MIC apds 5 dias de incubacao onde (+) representa crescimento bacteri-
ano (-) representa inibicdao do crescimento bacteriano

R2A Immolar 2mmolar 3mmolar Smmolar 7mmolar 10mmolar

A37T2
B29T1
M47T]
M24T3
A2-61
PAeruginosa
S.Aureus
S.Pyogenes
E.Coli
E.Coli40
O.Tritici
Sbvll
S.Saprophylicus
K. Pneumoniae
Shifella Flexneri
B-Subtilis
3A
P.Fluorescencens

+

T T T T T T S S R R R e
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P. aeruginosa, apresentou elevada resisténcia ao ido Zn**, 10 mmolar de ZnSO,, ao fim
de 5 dias e a S. aureus pelo contrario apresentou morte/inibicdo de crescimento aos 1 mmolar
de ZnSO, ao fim do mesmo periodo de tempo. As distintas caracteristicas morfoldgicas (co-
cos/bastonete ; Gram+/Gram-), diferentes graus de sensibilidade ao id0 Zn?* e as rdpidas taxas

de crescimento contribuiram para a selecdo destas duas bactérias para os ensaios seguintes.

As estirpes da espécie S. aureus sdo consideradas agentes importantes nas transmissdes no-
socomiais. Sdo bactérias esféricas (cocos), pertencentes ao grupo de bactérias Gram-positivo.
Estdo naturalmente presentes na pele e fossas nasais de pessoas sauddveis; no entanto, pode
estar associada a infecdes graves. Individuos com baixa imunidade estdo mais susceptiveis a
contamina¢do. Os mecanismos de viruléncia da S. aureus incluem toxinas, enzimas e modula-

dores imunoldgicos [68].

As estirpes da P. aeruginosa estao presentes em 11 % de todas as infe¢cdes nosocomiais,
possuem uma morfologia de bastonete, nao-fermentativas, Gram-negativas e, infetam princi-
palmente individuos com sistemas imunitdrios debilitados. Colonizam rins, tratos urindrios e
vias respiratorias, causando infec¢des cirurgicas e infe¢des de feridas, pneumonias e infecoes do

trato urinario [2].

3.7.2 Testes celulares

Os testes in vitro estdo divididos em duas categorias; em Meio Liquido e Meio Sélido.

a) Ensaios em Meio Liquido

Ap6s o periodo de 38 horas de contacto das superficies revestidas com as estirpes P. aerugi-
nosa e S. aureus os filmes finos foram depois observados por SEM para um estudo comparativo
das diferentes superficies em cada uma das condi¢des de incubacao.

A figura 3.15 apresenta as micrografias SEM das superficies expostas a P. aeruginosa.

Da analise da figura 3.16 a), a uma menor escala, é visivel a perda da forma de bastonete
caracteristico da P. aeruginosa para uma estrutura desidratada com perda do contetddo intra-
celular. Este facto € atribuido a interag@o dos ides libertados/gerados pelas superficies com a
membrana das c€lulas, que alteram a sua permeabilidade e promovem a sua desintegracdo. Es-
tas interagdes tém a capacidade de perturbar as membranas, o que se traduz na perda da fungdo
seletiva que alteram os processos de producao de ATP e de replicacdo de DNA. Este processo
¢ dependente, da quimica e da topografia das superficies. A formacao de ROS, leva a oxidagao

das estruturas celulares e tem também influéncia neste processo. A representacdo esquematica
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Zn7)

Figura 3.15: Micrografias SEM dos filmes em contacto com inoculados de P. aeruginosa incu-
bados sobre diferentes condicdes de iluminag¢do, em meio liquido.

49



destes mecanismos sobre as células estd na figura 3.16 b ) [21] [1].

Wrinkled cell wall

material

following the i

Release of intracellular material

(b)

Figura 3.16: a) P. aeruginosa colapsada apds exposi¢do ao filme fino Zn4 sobre luz e b)
Representacao Esquematica apresentando rotura da parede celular e perda de conteddo [21].

No grupo de superficies que foram expostas a luz visivel durante a incubacdo, podemos
observar que todas as superficies resultantes de co-deposicao apresentam maior capacidade an-
timicrobiana do que a superficie s6 de ZnO (Zn4) onde, inclusivamente, ¢ visivel a formagao
de biofilme. As bactérias que estiveram em contacto com as superficies nanocompésitas apre-
sentam a estrutura alterada, possivelmente causada por stress oxidativo ou outro tipo de stress
(por exemplo, interacdo com enzimas do processo de divisdo celular). Estes resultados de-
monstram que os trés materiais selecionados para a co-deposi¢do incrementam a atividade an-
tibacteriana do ZnO quando a incubagdo ocorre na presenca de luz. O filme Zn5 € resultado
da incorporagdo de carbono, e a junciao dos dois materiais com caracteristicas antibacterianas
(ZnO e C) aumentou as capacidades antibacterianas dos filmes finos. O cobre € outro elemento
com caracteristicas antibacterianas j4 descritas na literatura [21], e a sua incorpora¢do no ZnO
fez com que o filme apresentasse o efeito cumulativo dos dois materiais, levando ao favoreci-
mento do efeito bactericida. No entanto, dado o valor de potencial zeta desta superficie seria
expectdvel uma facil adesdo das células procariotas. A quimica desta superficie ao potenciar o
efeito inibitério do Zn** com os ides Cu?*, prevalece sobre o efeito da carga superficial. Pelo
contrério, nunca foi atribuido capacidade antibacteriana a poliamida, no entanto, ja foi reportado
na literatura que a estrutura amorfa dos polimeros permite aumentar a cinética de libertacao dos
ides Zn?* da matriz [36], sendo, provavelmente, este o processo dominante no filme Zn7 onde
uma maior constante de ioniza¢do aumenta a capacidade antibacteriana quando comparado ao
filme Zn4.

Quando a incubagao ocorreu no escuro foi observada uma elevada taxa de crescimento bac-
teriano sobre os filmes Zn4 e Zn5. Este resultado era ja esperado, uma vez que, na auséncia de
radiacdo, o mecanismo de producdo de ROS tem menor eficiéncia. E revela que a capacidade
antibacteriana observada quando a incubagao ocorre a luz, € essencialmente devida a formacado

de ROS e em menor percentagem a libertacao de espécies idnicas, no caso especifico destas su-
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perficies. Com efeito, a formacao dos ides deve ocorrer tanto com iluminacao como na auséncia
de luz e, neste ultimo caso, o filme ZnS que tinha apresentado caracteristicas antimicrobianas,
aparentemente, apesar de libertar a mesma quantidade de i0es € incapaz de reproduzir as ante-
riores caracteristicas na auséncia de radiacdo, logo a auséncia de ROS produzidos pelo efeito
de fotoativacdo aparenta ser o mecanismo predominante nestes filmes e a sua auséncia leva, nos

filmes Zn4 e Zn5, a formacao de biofilme.

No entanto, os nanocompdsitos com cobre e poliamida mantém as capacidades antibac-
terianas demonstradas quando a incubag@o ocorre com iluminagdo. Dado que a incubagdo
ocorreu no escuro o mecanismo de formagcdo ROS ndo € o processo dominante para explicar
a conservagdo das caracteristicas antibacterianas. No caso da presenca de cobre a libertacdao
de ides Cu®" parece ser determinante €, devido 2 presenga de dois tipos materiais distintos,
ceramico e metal, pode inferir-se que a libertacdo dos cuprides favorecerd, por uma reagdo
semelhante 4 de uma célula galvanica, a libertacdo concomitante de ides Zn>*.

Quanto a reacao das células na superficie do nanocompdsito com a poliamida os resulta-
dos sdo semelhantes aos observados apds incubacdo com iluminacido o que vem reforcar que
a quimica da superficie ¢ mandatéria no fendmeno de inibi¢do do crescimento celular. Tal
como referido anteriormente, este facto pode ser consequéncia da libertacdo de Zn** devido
a presenca da poliamida que ocorrerd, qualquer que sejam as condicdes de irradiacdo a que o

sistema esteja sujeito durante a incubagdo.

A incubagdo no escuro com pré exposi¢cao a radiacdo UV apresentou beneficios na ativacao
das propriedades antibacterianas dos filmes Zn4 e Zn5, onde no primeiro os resultados foram
mais lesivos que os apresentados para uma incubacdo feita sobre luz e o segundo apresentou

resultados semelhantes a incubac¢ao com iluminacao.

O ZnO, como ja referido, apresenta elevada eficiéncia fotocatalitica, e a sua condutividade
altera quando exposto a radiacdo UV, sendo que esta caracteristica altera significativamente a
interacao do ZnO com bactérias. A iluminacdo UV causa a ruptura das ligagdes oxigénio na su-
perficie, gerando ROS (peroxido de hidrogénio e super-6xidos) que provocam stress oxidativo
nas membranas e estruturas celulares. Outro processo promovido pela radiacdo UV € a trans-
feréncia dos eletrdoes das bandas de valéncia para as bandas de conducao. Esta transferéncia
resulta em lacunas nas camadas de valéncia que sdo essenciais para a criacao dos radicais hi-

droxilo que irdo também atuar como agentes oxidantes [1].

O filme Zn6, pelo contrario, apresentou resultados semelhantes para todas as condi¢des de
incubacdo. Este resultado nao foi uma surpresa, pois a caracterizacao quimica, por FTIR e XPS,
permitiu identificar a ligagao Cu-0O, indicando que o filme com cobre tem alguma percentagem
do metal na forma de 6xido. Segundo Akhavan as jun¢des Cu-CuO que se formam sdo propicias
a morte bacteriana, onde o CuO gera pares eletrdo-lacuna por foto-absor¢cdo e o Cu absorve os

eletroes foto-excitados, separando os pares e levando a uma maior eficiéncia no processo de
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foto-inativac@o de bactérias [16]. Por outro lado, mesmo quando a incubacdo ocorre no escuro
os resultados sdo semelhantes. Com efeito, a presenca de 6xidos metalicos (ZnO e CuO) que
possuem uma percentagem de ligacdes idnicas, leva a que a libertacdo de ides Zn'2 e Cu™?
ocorra devido a presenca de meio com elevada forga i6nica. Outro aspeto a considerar € o des-
crito por Zhang e colaboradores que observaram a formacao de forcas eletrostéticas entre E.
coli e ZnO [69]. Stoimenov prop0s também a interacdo eletrostdtica entre NPs e a superficie ce-
lular das bactérias como causa da inibicdo do crescimento celular, sendo que a carga bacteriana
total € negativa, devido a formacao excessiva de grupos carboxilo. Os mesmos defendem que
as NPs de ZnO quando em suspensdo tém carga positiva e tendo as bactérias cargas negativas,
havia um complemento das forcas eletroestédticas devido as cargas contrdrias levando a uma
forte ligacdo entre a superficie bacteriana e as NPs promovendo a lesdo membranar [70]. A
nossa caracterizagao de potencial eletrocinético indicou a superficie Zn6 (Cobre) como a unica
com carga positiva, o que indica que poderad ocorrer um mecanismo semelhante ao descrito por
Stoimenov [1]. Esta teoria € também corroborada pelo presente trabalho, uma vez que o elevado
poder téxico desregula a homeostasia, por exemplo através da peroxidacao lipidica, que obriga
as bactérias a libertar o contetido intracelular. Com efeito, este mecanismo deve ser o que im-
pera nas interagdes entre as bactérias e a superficie do filme Zn6, ja que, independentemente
das condi¢des de exposi¢do, o comportamento das bactérias € idéntico e a superficie do filme,
apos incubagao, evidencia grandes alteracdes morfologicas que podem resultar da libertagao do
conteudo intracelular.

O filme Zn7 ndo mostrou qualquer alteragdo no seu comportamento apds a exposi¢cao a
UV, sendo o seu efeito antibacteriano independente das condi¢cdes de auséncia ou presenca de
radiacdo durante a incubacdo. Este facto corrobora a teoria da incrementacao de libertacdo de
10es zinco devido a presenca de polimero.

Deve ser referido, pois ndo € visivel nas micrografias até agora apresentadas, que o filme Zn6
apresenta fissuracdo superficial. Este facto pode ser explicado pela menor adesdao do filme ao
substrato que acabou por fraturar devido a exposi¢ao a radiacao UV, como pode ser observado
na figura 3.17. O filme Zn6 € o que possui maior espessura, estando por isso sujeito a mais
tensoes intrinsecas que promovem o seu descolamento. Uma possivel solucdo para evitar este
fendmeno seria um menor tempo de deposicao para este filme.

Ao contrério do que aconteceu com a P. aeruginosa as bactérias mantiveram a sua conformacao
esférica original e apresentam maior capacidade de colonizagdo sobre as superficies. O filme
Zn4 apresenta a semelhanca do observado com P. aeruginosa, uma superficie morfologicamente
diferente, mas cujo grau de alteracdo agora depende das condicdes de exposicao, tal como se

evidencia na figura 3.18.
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Figura 3.17: Superficies danificadas de ZnO dopado com Cobre (Zn6) com; a) incubagdo sobre
luz e b) com tratamento prévio UV

Figura 3.18: Superficies Zn4 com incubagdo por luz e UV das bactérias S. aureus

A figura 3.19 apresenta as micrografias SEM para as superficies expostas a S. aureus.

O grupo de superficies exposto a luz apresenta a Zn6 como a mais lesiva sobre as bactérias,
com uma pequena alteracao no filme semelhante a verificada para a P. aeruginosa. Os filmes
Zn4 e Zn5 apresentam efeitos semelhantes, com bactérias isoladas bem aderidas na superficie
do filme. O revestimento com dopagem de poliamida apresentou resultados negativos, com a
formacdo de agregados de bactérias numa fase inicial de formacao de biofilme. Este resultado
nao deixa de ser surpreendente pois S. aureus apresentou, nos testes preliminares, uma elevada
suscetibilidade ao ido zinco.

Os resultados com a P. aeruginosa mostraram que, em principio, a libertacao de ides metalicos
¢ incrementado pela presenca da poliamida. Com efeito, se este fosse o unico mecanismo res-
ponsavel pelo efeito antibacteriano o mesmo deveria ser observado na incubacio com S. aureus,
ao contrdrio do que efetivamente ocorreu. Face a estas observagdes tem que ser considerado
que o fator forma da célula procariota (esférica) poderd ter também um papel importante na
obtenc¢ao do efeito antibacteriano, pois terd uma area de superficie de contacto menor.

Os resultados da incubagdo no escuro revelaram a formacgao de biofilme sobre as superficies
Zn4, 7Zn5 e Zn7, sendo que nesta dltima o comportamento € semelhante ao da incubacdo com

luz. Ja as superficies Zn4 e Zn5 apresentam uma perda do poder inibitério da adesdo celu-
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Figura 3.19: Imagens SEM dos filmes em contacto com inoculados de S. aureus incubada sobre
diferentes condi¢des em meio liquido
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lar devido a incubagdo no escuro. O filme Zn6 foi, mais uma vez, o que apresentou menor
colonizagdo, sem estabelecimento de grandes aglomerados bacterianos, provando novamente
os beneficios da presenca de cobre.

O tratamento UV teve um impacto positivo em todos os filmes, sendo sobretudo evidente o
aumento da capacidade antibacteriana das superficies Zn4, Zn5 e Zn7.

A determinacdo do crescimento, na presenga das superficies modificadas, foi feita apos
38 horas de incubacio, estando os valores médios da DO apresentados na tabela 3.8. De re-
lembrar que as DO das suspensdes imediatamente antes de serem colocadas em contacto com
as superficies era de 0,2. A incubacdo das estirpes em meio R2A durante 38 horas leva a
multiplicacdo celular. Como podemos observar houve um aumento das DO das suspensdes em
contacto com as superficies. Dado que ndo ocupam o espago todo no poco, as superficies afe-
tam, provavelmente, apenas as células em contacto com elas e os ides libertados sdo diluidos
na cultura. A comparacdo entre as diferentes superficies indica que estas ndo parecem afetar

crescimento de P. aeruginosa e apenas a superficie Zn5 afetou a multiplicagdo de S. aureus.

Tabela 3.8: Densidades Oticas das suspensoes, apds 38 horas em contacto com as superficies

P. aeruginosa S.aureus

7Zn4 7Zn5 7Zn6 Zn7 7Zn4 7Zn5 7Zn6 Zn7

Luz | 1,01 £0,14 | 0,83 £0,01 | 0,82+ 0,04 | 0,82 £0,03 | 0,81 £0,10 | 0,72 £ 0,09 | 0,95 + 0,01 | 0,87 £ 0,03
S/Luz | 0,82 £ 0,00 | 0,83 £+ 0,02 | 0,81 £0,02 | 0,79 £0,01 | 0,75 £0,04 | 0,67 £ 0,02 | 0,74 £ 0,02 | 0,75 £ 0,3
uv 10,82+0,01 | 0,84 +0,01 | 0,81 0,03 | 0,82 £0,01 | 0,70 £ 0,00 | 0,66 £ 0,03 | 0,70 + 0,24 | 0,75 £ 0,03

b) Ensaios em Meio Sélido

Para avaliar a capacidade de formagao de halos de inibicdo do crescimento microbiano,
devido a libertacdo i6nica e de ROS, os filmes foram dispostos sobre meio solido inoculado
com S. aureus ou com P. aeruginosa, em diferentes condi¢Oes de incubacao. As placas de Petri
foram analisadas ao fim de 16 e 38 horas de incubacgdo, sendo os resultados apresentados para
t = 38 horas.

N3ao foram observados halos de inibi¢do nas superficies em contacto com a P. aeruginosa, no
periodo de incubacdo estudado, independentemente da superficie em estudo ou das condicdes
de iluminacdo durante a incuba¢@o. Nos testes em meio s6lido € necessério que a libertacdo de
espécies com capacidade inibitéria (ides e ROS) tenha que, ndo s6 ocorrer em concentragdes
suficientes, como também conseguir difundir através do meio s6lido para que a inibi¢ao do
crescimento das bactérias efetivamente ocorra e seja macroscopicamente visivel. Por outro
lado, convém relembrar que a P. aeruginosa é uma bactéria Gram-negativa, logo possui uma
parede celular mais complexa e, portanto, mais resistente a entrada de ides do que as das Gram-

positivas. Deste modo pode ser inferido que apesar de ocorrer a libertacdo de espécies ini-
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bitdrias, a sua difusdo deve ser lenta e a concentracdo que chega a periferia do filme fino nao é
em concentracdo suficiente para causar inibi¢do na P. aeruginosa, mas dado a maior sensibili-
dade da S. aureus a sua morte ocorreu para as concentragdes libertadas.

Caso completamente distinto ocorreu com a estirpe S. aureus que apresentou sensibilidade
a todas as superficies desenvolvidas, com a formacgdo de halos de inibicao, tal como pode ser
observado na, figura 3.20.

Figura 3.20: Halos de inibi¢do criados em redor dos filmes finos sobre esfregacos de S. aureus
apo6s 38 horas de contacto.

A figura 3.21 mostra o pormenor do halo de inibi¢cao criado em redor do filme fino de ZnO

em contacto com a S. aureus ap6s 38 horas de incubagdo exposta a luz.

Figura 3.21: Halo de inibi¢do criado em redor do filme Zn6 sobre esfregacos de S.aureus apos
38 horas de contacto no escuro.

Os resultados para cada filme estdo apresentados na tabela 3.9. Dado que as superficies em
estudo tém forma retangular optou-se por medir os valores dos halos tal como esquematizado na

figura 3.18 e o valor apresentado sob a forma de intervalo entre os valores minimos e maximo.
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Tabela 3.9: Valores minimos e médximos dos halos de inibicao

Halos(mm)

Filme | Luz Uuv S/Luz
Zn4 | 1,2-23 09-2,3 1,2-23
Zn5 | 0,2-12 12-23 14-273
Zn6 | 12-14 0223 1,7-2,6
Zn7 | 1423 2328 2023

Os valores da tabela indicam que os halos de inibi¢do formados sdo dependentes tanto da
quimica superficial como das condicdes de iluminacdo durante a incubagdo. No entanto, é
notdrio que, independentemente da superficie em estudo, os halos que resultam da incubacdo
no escuro ou com pré-irradiacao de luz UV apresentam valores iguais ou superiores aos obser-
vados quando a incubagdo € efetuada com iluminacao constante. Este resultado, aparentemente
contraditério com o até agora explicado, pode ter origem no facto de a exposi¢ao ser, nestes ca-
sos dos testes em meio solido, efetuada pela irradiacdo do “fundo” da caixa de Petri, pois caso
contrario a superficie dos filmes finos ndo seria iluminada. Assim, a luz inicialmente tem de
atravessar o meio de cultura e sO posteriormente atinge o filme. Por este motivo, nio € possivel
determinar qual a quantidade de luz absorvida pelo meio, nem se ocorre absorcao completa e
seletiva de alguns comprimentos de onda, o que implicaria que o efeito de fotoativagdo possa
nao ocorrer.

Analisando as trés condicdes de incubacdo para cada superficie € possivel observar, consi-
derando a maior dimensao de cada halo de inibi¢do, que:

i) No caso da superficie Zn4 temos o mesmo valor de halo de inibi¢do qualquer que seja a
condic¢do de incubacdo.

ii) A superficie Zn5 apresenta, claramente, maiores valores do halo de inibicdo quando
incubada as escuras ou com pré-irradiagdo de UV, sendo estes valores superiores ao conseguido
com iluminacdo. O percurso da luz fez com que esta passasse por varios materiais antes de
atingir as superficies revestidas, tendo este facto influenciado o comprimento de luz que atingiu
os filmes e possivelmente interferindo nos resultados.

iii) Na superficie Zn6 a formagao do halo de inibi¢do é favorecida pela incubacdo no escuro,
seguida pela condi¢do de pré-irradiacdo e a inibicdo conseguida com iluminacao é claramente
inferior, que teve um efeito negativo sobre o efeito antibacteriano dos filmes.

iv) A superficie Zn7 apresenta maior poder de inibi¢do do crescimento bacteriano quando
pré-irradiada com luz UV, sendo que as duas outras condi¢des de irradiacdao dao valores de halo
de inibicao semelhantes.

Os resultados indicam que, apesar do ZnO ser reportado na literatura como antibacteriano
devido aos fenémenos decorrentes da fotoativacdo, a verdade é que, quando sob a forma de

filme fino, o comportamento face as células procariotas € independente da presenca de luz, o
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que ¢ uma vantagem dado que a capacidade de inibir o crescimento bacteriano ocorre, mesmo
no escuro. Quando o filme de ZnO € co-depositado com outros materiais e ocorre a formacao
de nanocompdsitos, o material adicionado contribui para o poder inibitério dos filmes, especi-
almente se a incubacdo ocorrer no escuro ou com pré-irradiacdo com UV. No caso da incubagao
com irradiac@o constante, os valores maximos dos halos de inibi¢do ou sdo semelhantes (Zn7)
ou sao inferiores aos conseguidos pela superficie de ZnO.

O maior valor de halo de inibi¢do foi medido na superficie Zn7 quando pré-irradiada com
UV. Esta observacdo pode ser explicada pelo facto de a radiagdo UV ser responsavel pela
formacdo de radicais livres em cadeias poliméricas. Se estes radicais ndo formarem novas
ligacdes vao incrementar substancialmente o nimero de espécies radicalares que podem ser li-
bertadas por esta superficie, contribuindo para o maior poder inibitério deste nanocompdsito

quando testado nas condi¢des descritas.
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Conclusoes

O trabalho apresentado teve como principal objetivo o estudo de filmes finos de ZnO, mo-

noliticos e hibridos, depositados pelo processo de pulverizagado catddica.

Do trabalho realizado, as principais conclusdes a retirar, no que respeita a deposi¢ao dos

filmes finos, sdo:

A técnica de pulverizacdo catddica foi bem-sucedida na deposi¢do de filmes finos mo-

noliticos e hibridos, que apresentaram uma boa adesao aos substratos.

Os filmes finos apresentaram uma estrutura cristalina de ZnO hexagonal dominante em
todas as superficies. O pico de difracdo (0 0 2), € comum a todas as superficies e sugere
uma orientacdo preferencial sobre o eixo-c perpendicular ao substrato. No entanto, a do

filme com poliamida mostrou uma estrutura amorfa.

A caracterizagdo por AFM permitiu observar que a incorporardo do material co-depositado
com o ZnO da-se preferencialmente na fronteira de grao. As imagens de fase permitiram

concluir que os filmes hibridos sdo nanocompositos.

A carga superficial dos filmes finos depositados € negativa para todas as superficies exceto

quando o nanocompdsito tem como reforco o cobre.

A caracterizagdo quimica, por FTIR e XPS, permitiu identificar a ligacdo Cu-O, indicando
que o filme co-depositado com cobre encontra-se, pelo menos alguma percentagem, na

forma de 6xido.

As respostas das superficies desenvolvidas foram avaliadas para determinar a sua re-
sisténcia a colonizacdo bacteriana. Para tal selecionou-se duas bactérias, a P. aeruginosa
e a S. aureus que foram expostas a testes em meio liquido e sélido sob trés condigdes
de incubac¢do; com luz visivel; sem luz e com um pré-tratamento UV seguido de uma

incubacgdo no escuro. Os resultados evidenciaram que:

Os filmes de cobre foram os que apresentaram melhor comportamento antibacteriano na

incubacdo da P. aeruginosa para as trés condi¢des de irradiacao. No entanto, o tratamento
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UV também melhorou o comportamento dos filmes finos monoliticos e co-depositados

com C, que exibiram efeitos semelhantes aos do cobre.

* A incubacgdo com S. aureus apresentou a superficie hibrida de cobre como a mais ativa na
morte bacteriana para uma indugdo sobre luz e no escuro. No entanto, o pré-tratamento
UV potenciou as capacidades dos filmes mondlitos e com reforco de C, sendo estes os

que apresentaram melhores resultados nessas condicoes.

* Nenhuma superficie, em nenhuma condic¢ao de irradiagdo, foi capaz de promover a formacao
de halos de inibicao com P. aeruginosa. Pelo contrério, todos os filmes finos, independen-
temente das condi¢des de irradiacdo, foram capazes de formar halos de inibi¢do quando

em contacto com S. aureus.

Como propostas para trabalho futuro, nos filmes finos nanocompdsitos, mais precisa-
mente no caso do carbono e poliamida fazer variar as concentragdes relativas destes elementos
nos filmes finos de forma a avaliar como um aumento de concentracdo poderia promover me-
lhores resultados.

Do ponto de vista estritamente microbioldgico seria interessante avaliar a expressdo dife-
renciada de genes na presenca e na auséncia das superficies.

Um outro ponto a considerar seria caracterizar quais os tipos de polimeros, produzidos pelas
bactérias como resposta a presenca das superficies, de forma a entender que tipo de alteracdes

pretendem induzir no meio.
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Anexo

Name and formula
Reference code: 01-075-0576
ICSD name: Zinc Oxide

Empirical formula: OZn
Chemical formula: ZnO

Crystallographic parameters

Crystal system: Hexagonal
Space group: P63mc
Space group number: 186
a (A): 3.2427

b (A): 3.2427

c (A):5.1948

Alpha (°): 90.0000
Beta (°): 90.0000
Gamma (°): 120.0000

Calculated density (g/cm?): 5.71
Volume of cell (10° pm?): 47.31
Z:2.00

RIR: 5.53
Subfiles and Quality

Subfiles: Inorganic, Alloy, metal or intermetalic, Corrosion, Modelled additional pattern
Quality: Calculated (C)
Comments

ICSD collection code: 029272
References

Primary reference: Calculated from ICSD using POWD-12++, (1997)
Structure: Sabine, T.M., Hogg, S., Acta Crystallogr., Sec. B, 25, 2254, (1969)
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Peak list

No. h k 1 d [A] 2Thetaldeg] I [%]
1 1 0 0 2.8082¢6 31.840 56.2
2 0 0 2 2.59740 34.503 41.2
3 1 0 1 2.47039 36.337 100.0
4 1 0 2 1.90683 47.653 21.5
5 1 1 0 1.62135 56.731 30.9
6 1 0 3 1.47393 63.01¢ 27.2
7 2 0 0 1.40413 66.541 4.1
8 1 1 2 1.37538 68.120 22.7
9 2 0 1 1.35549 ©09.2061 11.2

10 0 0 4 1.29870 72.759 1.8
11 2 0 2 1.23520 77.162 3.5
12 1 0 4 1.17875 81.610 1.8
13 2 0 3 1.09063 89.868 7.1
Stick Pattern
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B T T T T
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Figura 22: Anexo ficha ICDD 01-075-0576
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