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Resumo

Os principais meios de transmissdo das Infecgdes Relacionadas a Assisténcia a Saude
(IRAS) ocorrem pelo contato direto com a equipe do hospital, instrumentos e superficies
contendo micro-organismos patogénicos, goticulas de aerossol de outros pacientes doentes
ou até mesmo as refei¢cdes e liquidos fornecidos em hospitais. Nas superficies onde ndo ha
o controle dos micro-organismos, podem surgir os biofilmes, os quais sio formados
quando micro-organismos se juntam e tornam-se uma comunidade, sendo conhecidos pela
sua resisténcia a antimicrobianos € como um dos principais causadores das IRAS. Por meio
da fotocatalise, esses micro-organismos podem ser neutralizados. A fotocatalise ¢ um
processo que acelera as reagcdes de oxidagdo e reducdo de substancias organicas, entre elas,
as bactérias. Desse modo, por meio do preparo de um compdsito polimérico com teores de
TiO2 e residuo vitreo, a pesquisa busca determinar uma mistura, na tentativa de controle
contra o surgimento de biofilmes. Os compdsitos foram embebidos em meios de cultura
contendo bactérias de Staphylococcus aureus formadoras de biofilme, nas placas de cultura
celular de 24 pogos, os quais foram submetidos, em estufa, por um periodo de 48h sob
iluminacdo UV e no escuro. Por meio da microscopia eletronica de varredura, foram
geradas imagens das superficies dos compdsitos, a fim de investigar se houve ou ndo a
formac@o de biofilmes. Com a pesquisa, foram testados dois tipos de TiO2 (com tamanhos
de nanocristais diferentes) e trés variagdes dos teores de mistura do compdsito, formado
por resina epoxi, TiO2 e po de vidro. O resultado obtido mostra que as composi¢des

testadas inibem, em parte, a agdo do biofilme.

Palavras-chave: Composito polimérico — Fotocatdlise — TiO2 — Residuo de vidro -

Biofilmes
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Engineering, Federal University of Uberlandia, 2016.

ABSTRACT

The main means of transmission of infections Related to Health Care (HAIs) occurs by
direct contact with the hospital staff, instruments and surfaces containing pathogenic
micro-organisms, aerosol droplets from other sick patients or even meals and liquids
supplied in hospitals. In areas where there is no control of micro-organisms may arise
biofilms, which are formed when microorganisms come together and become a
community, they are known for their resistance to antimicrobials and as a major cause of
HAIs. By means of photocatalysis, these micro-organisms can be neutralized.
Photocatalysis is a process which accelerates the oxidation and reduction reactions of
organic substances, among them bacteria. Thus, through the preparation of a polymeric
composite with TiO2 and glassy residue content, search attempts to determine a mixture, in
an attempt to control the biofilm emergence. The composites were soaked in culture
medium containing Staphylococcus aureus bacteria forming biofilms within cell culture
plates in 24-well plates, which were subjected in an oven, for a period of 48h under UV
illumination and in the dark. Through scanning electron microscopy were generated
images of the surfaces of composite in order to investigate whether occured or not the
formation of biofilms. Through research, we tested two types of TiO2 (nanocrystals with
different sizes) and three variations of the composite content, composed of epoxy resin,
TiO2 and glass powder. The result shows that the tested compositions inhibit partly the

action of the biofilm.

Keywords: Polymeric composites - Photocatalysis — TiO2 — Glass waste - Biofilms
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CariTuro 1

InTRODUCAO

As Infecgdes Relacionadas a Assisténcia a Saade (IRAS) sdo grandes problemas mundiais.
De acordo com a Lei Federal n® 9 431/97, Brasil (1997), entende-se como essas infecgdes,
que também pode ser denominada como hospitalar, institucional ou nosocomial, a
aquisi¢do de qualquer infecgdo apos a internagdo de um paciente em hospital, que venha a
se manifestar, durante ou mesmo apos o periodo de internagdo, sendo possivel sua relagdo

com a hospitalizagdo (internagdo ou procedimentos hospitalares).

As infec¢des decorrentes dos cuidados a saiude, nos dias de hoje, se mostram como um dos
principais determinantes no aumento da morbidade, mortalidade, nos custos diretos e
indiretos associados a assisténcia a saude e do prolongamento do tempo de internagdo do
paciente, ganhando a forma de um grande problema social e econdmico significativo, tanto

para os pacientes, quanto para o sistema de saude (FIGUEIREDO, 2012).

Em Khan, Ahmad e Mehboob (2015) ¢ dito que as IRAS sdo causadas por varios micro-
organismos e relacionam-se também com o tamanho e a complexidade da unidade de
servigo. Os autores afirmam que as bactérias sdo responsaveis por volta de 90% das

infecgdes, restando 10% para protozoarios, fungos e virus.

As IRAS atingem varias partes do mundo e, o grande problema ¢ que também representa

uma das causas de mortes em pacientes hospitalizados. Enquanto os Estados Unidos e a
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Europa apresentam uma taxa de mortalidade, causadas por infec¢do, de 10%, o Brasil

apresenta uma taxa de 15%, de acordo com Levy (2004).

Estimativa feita por Klevens ef al. (2007) considerou que o nimero de mortes associadas
com infec¢des nosocomiais nos hospitais dos Estados Unidos da América (EUA), no ano
de 2002, foram por volta de 99 mil, sendo: 35.967 por pneumonia; 30.665 por infec¢des na
corrente sanguinea;, 13.088 por infecgdes do trato urinario; 8.205 por locais cirurgicos; e
11.062 para infec¢des de outros lugares. Esses valores foram considerados para o caso de
1.700.000 pacientes que tiveram infec¢des hospitalares, representando um total de

mortalidade de quase 6%.

No Brasil, a situagdo ¢ mais desfavoravel. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), através de seu panorama do controle da infec¢do hospitalar no Brasil (200-7),
apresenta valores de taxas de infecgdes hospitalares reportadas, como também, os 6bitos
ocorridos por IRAS. No caso dos Obitos, a taxa, foi de 14,35% dos pacientes que

adquiriram as infecgdes.

Isto evidencia sérios problemas relacionados aos cuidados a saude em todo mundo, como
aumento no numero de interna¢des, aumento dos dias de internagdes, estrangulando a
oferta de leitos hospitalares, gerando maiores custos. Entretanto, o fator mais importante e

assustador que traz preocupacdo, ¢ a possibilidade da letalidade.

Para que se evitem tais situagdes, torna-se importante conhecer os meios que geram as
condigdes que favorecem estas infecgdes. Como principais fatores que influenciam a
aquisi¢do das mesmas, de acordo com Barros e Menezes (2012), sdo: o status imunoldgico;
a idade (recém-nascidos e idosos tem vulnerabilidades maiores); o uso abusivo de
antimicrobiano; os procedimentos médicos, principalmente os invasivos; e as falhas nos

procedimentos de controle de infecgéo.
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Segundo o Environmental & Public Health Consultants (EHA) (2015), essas infecgdes
podem ser adquiridas no hospital, lar de idosos, centros de reabilitagdo, bem como
instalacdes de cuidados prolongados. Pacientes com imunidade comprometida, idosos e
criangas pequenas sdo geralmente mais suscetiveis do que as outras. Os meios de
transmissdo das mesmas se da pelo contato direto com a equipe do hospital, instrumentos e
superficies inadequadamente processados visando o controle de micro-organismos (na
esterilizagdo, desinfec¢do, sanitizacdo, etc.), goticulas de aerossol de outros pacientes

doentes ou até mesmo as refei¢des e liquidos fornecidos em hospitais.

De acordo com Breathnach (2013), os fatores de risco para a aquisicdo dessas infecgdes
sdo por meio de doengas de base, individuos restritos ao leito, solu¢do de continuidade com
ruptura das barreiras (pele e mucosas), o uso recente de antimicrobianos, alteragdo da
microbiota do individuo, procedimentos invasivos, incisdes cirurgicas, instalagdo de
proteses, terapias imunossupressoras, € o estado de colonizado por micro-organismos

potencialmente patogénicos.

Os agentes mais envolvidos nessas infec¢des incluem: Streptococcus spp., Acinetobacter
spp., Enterococcus spp., Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus coagulase-negativo,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Legionella e familia Enterobacteriaceae, incluindo
os membros Proteus miraclabis, Klebsiella pneumonia, Escherichia coli, Serratia
marcescens. Dentre esses, P. aeruginosa, S. aureus, E. coli, Acinetobacter spp. e

Enterococcus spp. tem maior ocorréncia (KHAN, AHMAD & MEHBOOB, 2015).

O Centro de Controle e Prevengdo de Doengas dos Estados Unidos (CDC), por meio de
Horan et al (1984), identifica os patogenos mais comuns que causam as infecgdes
nosocomiais, como sendo: Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, e
Escherichia coli. As principais infecgdes que ocorrem sdo: as do trato urindrio,
pulmonares, sitios cirargicos, corrente sanguinea, trato gastrointestinal e de pele. Levy
(2004) também cita os sitios de maior incidéncia atingidos pelas infecgdes sendo o trato

urindrio, sitios cirirgicos e o trato respiratorio.
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Medidas visando a contengdo e controle de micro-organismos iniciam-se com a
desinfec¢do do instrumental contaminado, uma boa lavagem, secagem e empacotamento
para esterilizacdo e uma adequada estocagem. Com relagdo ao ambiente, a utilizagdo
adequada de desinfetantes e sanitizantes se da para a remogdo das sujidades e diminuir a

carga microbiana.

Assim, sdo realizados dois tipos de limpeza: a concorrente e a terminal. A finalidade
primordial de ambas, ¢ impedir a disseminagdo de micro-organismos que colonizam as
superficies. Desse modo, no processo de limpeza de unidades de saiade, tem sido
recomendada a utilizagdo de produtos quimicos com agdo germicida, eficazes para a
remo¢do e destruicdo de micro-organismos existentes na superficie. A utilizagdo de
substancias germicidas tem levado & mudancga na terminologia, alterando de “limpeza”

para “desinfec¢do” (ANDRADE, ANGERAMI & PADOVANTI, 2000).

Contudo, o uso indiscriminado de germicidas tem um grande impacto, exercendo uma
forca opressora, selecionando os micro-organismos resistentes. E a presenca de micro-
organismos resistentes a antissépticos e desinfetantes podem ser resultado do uso incorreto
desses produtos no ambiente hospitalar, como citam alguns autores, tais como, Reis et al

(2011) e Mota, Turrini & Proveda (2015).

Além das bactérias desenvolverem resisténcia aos antimicrobianos (desinfetantes) em
geral, por varios mecanismos, muitas conseguem a formacao de biofilmes, o que dificulta a
sua remocdo do ambiente. A penetragdo de antimicrobianos no interior desses biofilmes ¢
dificultada pelo ambiente de protecdo criado pelas bactérias ali existentes, além disso, o
baixo metabolismo das bactérias, nas camadas mais internas, impede a a¢do dos produtos

desinfetantes.

Enfatiza-se entdo que, a presenca de bactérias em ambientes de servi¢o de saude acarreta
grandes problemas no tratamento de pacientes e, com 1sso, um aumento da preocupagdo no
que tange a desinfec¢do desses locais. Caso contrario, fatores como: aplicagdo incorreta de

bactericidas; produtos desinfetantes inadequados; falta de periodicidade na limpeza; falta
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de técnica para desinfecgdo, etc., podem gerar condigdes propicias para a instalagdo de

bactérias. As dificuldades sdo ainda maiores, quando se tem a formacg@o de biofilmes.

Biofilmes sdo formados quando micro-organismos se juntam para formar uma comunidade
que adere em uma superficie solida e se envolve em uma matriz exopolissacaridea (EPS).
Varios passos estdo envolvidos na formagdo dos biofilmes, incluindo o transporte de
micro-organismos para a superficie, adesdo inicial, a formagdo das micro colOnias, a
maturacdo do biofilme e o destacamento das células dos biofilmes. O conhecimento desses
processos ajuda a entender o mecanismo de resisténcia do biofilme, de forma que se

consiga criar estratégias para o controle do seu desenvolvimento (MELO, 2013).

De acordo com Donlan e Costerton (2002), a definicdo de um biofilme se da pela
derivagdo de uma comunidade microbiana séssil, caracterizada por células que estdo
fortemente aderidas a um substrato ou uma interface ou umas as outras, incorporadas numa
matriz de substancias poliméricas extracelulares produzidas por elas mesmas, exibindo um

fenotipo alterado a respeito da taxa de crescimento e da transcri¢do de genes.

Existe preocupagdo em relacdo aos biofilmes, pois estes motivam a maioria das infecgdes
no mundo, fato que provocou uma renovagdo no interesse pelos mecanismos resistentes
envolvidos. Esses micro-organismos vao adquirindo caracteristicas funcionais e fung¢des
complexas, resisténcia a varios grupos de antimicrobianos, chegando a serem chamados

pela imprensa leiga de superbactérias (ARCE, AUAD & CABEZAS, 2013).

Martins (2013) apresenta uma lista dos principais produtos utilizados na desinfec¢do em
ambientes de servigos de saude, afirmando que esses produtos sdo necessarios para evitar a
proliferagdo de micro-organismos, todavia, o uso dessas substancias, geram efeitos
secundarios indesejados e perigosos nos aplicadores, tais como: o ressecamento da pele,
irritacdo dos olhos e mucosas e, além da proibi¢do da utilizagdo de compositos fenodlicos

em bergarios e areas de contato com alimentos, mediante a sua toxidade.
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Reis et al (2011) alertam sobre o uso de biocidas com concentragdes inferiores as
estabelecidas, que podem levar a resultados insatisfatorios em relagdo a alguns micro-
organismos. Entretanto, o uso abusivo dos mesmos, podem resultar em sérias intoxicagdes
a pacientes e funcionarios. O aumento da concentragio desses também pode potencializar a

acdo corrosiva em objetos metalicos e marmores.

Por isso, pesquisas e desenvolvimento de materiais antimicrobianos de base ndo
farmacoldgica, que eliminem ou ao menos diminuam o uso de produtos quimicos
agressivos ao ser humano e a natureza, sdo uma grande contribui¢do social e ambiental

(MARTINS, 2013).

Desse modo, alguns pesquisadores tém se dedicado para criar medidas restritivas ao
desenvolvimento microbiano. A fotodegradacdo ou fotocatalise tem sido promissora para

essa finalidade.

A Fotocatalise faz parte dos Processos Oxidativos Acelerados (POA). Segundo Irie e
Hashimoto (2005), ao processo eletroquimico que ¢ capaz de acelerar as reagdes de

oxida¢@o de substancias organicas pela incidéncia de energia, se da o nome de fotocatalise.

Os POA se dividem em dois tipos de sistemas: os homogéneos e os heterogéneos. De
acordo com Nogueira e Jardim (1997), os sistemas homogéneos utilizam-se de ozdnio,
peroxido de hidrogénio, decomposic¢io catalitica de perdxido de hidrogénio em meio acido
(reacdo de Fenton ou foto-Fenton), obtém-se a dita fotocatdlise heterogénea, com a

utilizagdo de semicondutores, como o dioxido de titanio.

Para Simonsen et al (2009), a fotocatéalise heterogénea ¢ um dos processos avangados de
oxidagdo que se atinge por meio da combinagdo entre a luz ultravioleta de baixa energia
com semicondutores atuando como fotocatalisadores. Mediante a este processo se
consegue completamente a mineralizagdo dos poluentes organicos alcancando desde o

dioxido de carbono até os acidos minerais.
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De acordo com Ziolli e Jardim (1998), classificam-se os POA como um processo que se
baseia na irradiagdo de um catalisador, se tratando de um semicondutor inorganico
(dioxido de titdnio - TiO»2, oxido de zinco - ZnO, ou sulfeto de cadmio - CdS), que
desencadeia uma excitagcdo, ou melhor dizendo, uma transi¢do eletronica, por meio de uma
energia de um féton que deve ser maior ou igual a energia do “band gap”. Tem-se por
transi¢do eletronica, a promog¢do de um elétron da banda de valéncia para a banda de
conducdo, onde se formam sitios oxidantes e redutores que atuam na catalisacdo das
reagdes quimicas, oxidando os compostos organicos em CO2 e H20 e a redugdo de metais

dissolvidos ou outras espécies.

Encontra-se como uma das principais vantagens da fotocatalise heterogénea, a
possibilidade da utilizagdo da luz solar como fonte de ativagdo do semicondutor, sendo o
dioxido de titanio (TiO2) um dos mais utilizados e eficientes (NOGUEIRA & JARDIM,
1997).

De acordo com Breitbach (2011), o TiO2 na forma anatase nanométrica, apresenta uma
fotocatalise quando exposto a radiagdo UVA e por isso, tem sido estudado de forma a
incorporar propriedades aos materiais de constru¢do. As novas propriedades contribuem
para melhorar a qualidade do ar em seu entorno, oxidando nitratos, CO2 e varios poluentes
organicos, e também trabalha de modo a preservar as superficies livres de biodeterioragdo,

podendo entdo, proporcionar maior durabilidade aos revestimentos de fachada.

Martins (2013) estudou a capacidade de um compdsito contendo TiO: e residuo vidro, em
degradar bactérias Staphylococcus aureus, por fotocatalise, indicando a condi¢do e o
tempo de exposi¢do mais eficiente. O composito contaminado com as bactérias ficaram

expostos a luz solar direta e indireta, além da exposi¢do a uma lampada fluorescente.

Diante desse panorama apresentado, este estudo representa uma continuidade das

pesquisas realizadas por Martins (2013), com o interesse geral de investigar a capacidade
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de compositos poliméricos com incorporacdo de TiO e residuos de vidro, em impedir o
surgimento de biofilmes, com vistas ao seu emprego em superficies de ambientes da area

da saude.

Em relag@o a pesquisa de Martins (2013), para este trabalho diferentes teores de mistura
para os compositos foram adotados, partindo do teor que apresentou melhor desempenho

em Martins (2013) (10% de TiO2 e 10% de po de vidro).

No trabalho de Martins (2013), as iluminagdes utilizadas foram a luz natural e artificial,
entretanto, desconsiderando a artificial Ultravioleta, que foi a Unica considerada para este

trabalho.

Nesta pesquisa, foram consideradas bactérias multirresistentes, com capacidade de formar
biofilmes. As condi¢des do teste contavam com um ambiente de favorecimento ao
crescimento dos biofilmes. Ja Martins (2013) fez o estudo com bactérias em estado

plancténico.

Esta pesquisa se reveste de um carater de multidisciplinaridade, com o envolvimento de
unidades académicas em distintas areas do conhecimento, com a expectativa de se produzir

um avango cientifico.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 OBIJETIVO GERAL

O objetivo geral da pesquisa foi estudar o desempenho de formulagdes de um compdsito
polimérico, contento didxido de titanio (Ti02) e um residuo de vidro, com a finalidade de

inibir a formagdo de biofilmes, por meio da fotodegradagio.
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1.1.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Objetivou-se verificar qualitativamente a atuacdo de compdsitos de TiO2 (de dois
tamanhos diferentes de nanocristais, a 10% em massa) e residuo de vidro, em teores em
massa de 8%, 10% e 12 %, em impedir a formacdo de biofilmes de Staphylococcus aureus,
em um ambiente de completo favorecimento a formagdo dos mesmos, por meio da

fotocatalise, quando submetidos a exposi¢do a luz ultravioleta (UV).

1.2 JUSTIFICATIVA

Uma das propriedades de algumas bactérias € a formagdo de biofilme, a qual funciona
como uma estratégia de sobrevivéncia, para as mais diversas condigOes ambientais
desfavoraveis. As bactérias em biofilmes apresentam caracteristicas de crescimento e de

genes diferentes de quando em meios com substancias nutritivas.

De acordo com Cabarkapa, Levic e Djuragic (2013), mediante a essas diferengas, os
biofilmes mostram um aumento na resisténcia a antibioticos e agentes desinfetantes, sendo
quase impossivel tratar as infecgdes causadas pelos biofilmes com bactericidas
convencionais, ndo sendo possivel o controle em hospitais e locais de produgdo de

comidas, onde o uso de desinfetantes em concentragdes elevadas ndo é recomendado.

Conforme se descreve em Boyce (2007), alguns organismos como Staphylococcus aureus
Resistentes a Meticilina (MRSA) e o Enterococcus resistente a vancomicina (VRE) sdo
capazes de sobreviver por dias, semanas ou até¢ meses em superficies de ambientes de
saude. Também se percebe que a superficies desses ambientes tem uma influéncia na
transmissdo dos agentes patogenos, tendo em vista que, a limpeza e/ou desinfec¢do do

ambiente pode reduzir a incidéncia de infec¢des associadas aos cuidados hospitalares.
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Em McFee (2009) ¢ dito que a falha na apropriada maneira de se higienizar as maos, lidera
uma das principais causas de infecgOes associadas aos cuidados da saude e de
disseminag@o dos organismos multirresistentes e contribuem para surtos de contaminagao.
Higiene precaria das maos, € responsavel por 40% das infecgOes transmitidas em hospitais
de acordo com Inweregbu (2005), onde as pesquisas t€ém mostrado que melhorias nas

conformidades com a limpeza das maos, reduzem as infec¢des nosocomiais.

Tem-se que as maos sdo apenas o meio de transporte das bactérias. De acordo com Boyce
e Pittet (2002), a transmissdo dos patdgenos acontece via mio, por meio dos seguintes
acontecimentos: organismos presentes na pele do paciente, ou que tenha sido transferido
para objetos inanimados proximos ao paciente, sdo transferidos para as maos dos
trabalhadores do servigo de saiude; esses organismos tem a capacidade de sobreviver por
pelo menos alguns minutos nas maos da pessoa; na sequéncia, a limpeza das maos do
trabalhador vai ser inadequada ou ignorada por completo, e, finalmente, a mao
contaminada do agente de saude vai diretamente em contato com outro paciente, ou um

objeto que tera contato direto com o outro paciente.

O risco de transmissdo direta de infecgdo pelas superficies é minimo, mas as mesmas
podem contribuir para a contamina¢do cruzada secundaria, por meio do contato das maos
dos profissionais de saude e de instrumentos ou produtos que poderdo ser contaminados ao
entrar em contato com essas superficies e posteriormente, contaminar os pacientes ou

outras superficies (ANSI/AAMI, 2006).

Um estudo conduzido por Andrade, Angerami e Padovani (2000), avaliou a efetividade do
procedimento de limpeza em fungdo da alteragcdo da carga microbiana. Os resultados
obtidos, indicaram que a limpeza, da forma como tem sido conduzida, apenas provoca o
deslocamento da carga microbiana para outros pontos ao invés de diminui-la, resultando na

manuteng¢do da quantidade de micro-organismos que existia anteriormente a limpeza.

A saber, a m3o entra em contato com as mais variadas superficies existentes, desde o

contato com os pacientes, ao contato com equipamentos e estrutura fisica dos ambientes
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dos servigos de saude. Por isso deve se ter o controle tanto da higieniza¢do das maos,
quanto ao resto das superficies onde possivelmente havera um contato, seja com o

paciente, ou até mesmo com os prestadores de servigo dos hospitais.

No manual de limpeza e desinfec¢do de superficies da Anvisa (BRASIL, 2010) € dito que a
higieniza¢do das maos dos profissionais de saude e limpeza e a desinfec¢do de superficies
sdo fundamentais para a prevencdo e reducdo das infecgdes relacionadas a assisténcia a

saude.

Desse modo, o desenvolvimento de novas técnicas para o revestimento de superficies em
ambientes de servigos de saude, onde se propde a diminui¢do ou até eliminagdo de locais
propicios para a instalagdo de bactérias, se mostram necessarios a fim de ser mais um meio

de controle e prevenc¢do do surgimento de bactérias.

Um levantamento feito por Carvalho (2005), nas enfermarias do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal de Uberlandia, constatou uma contaminagdo por Staphylococcus
aureus em 50% das mesmas, nas grades das camas, mesas de cabeceira, maganetas das
portas e nos pisos. O piso apresentou, de modo quantitativo, cinco vezes mais

contaminag¢do em relagdo as outras superficies.

A escolha do Staphylococcus aureus como a bactéria de teste, se da por meio da certeza de
que a mesma ¢ formadora de biofilmes. E também, conforme McFee (2009), ndo existe
discussdo de infeccdes hospitalares, sem mencionar a Staphylococcus aureus, e
especialmente a staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), enterococcus

resistente a vancomicina, e a cloristidium difficilie.

Entre as infec¢des hospitalares mais frequentes mundialmente, encontram-se aquelas
causadas por Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA). Esses mesmos micro-
organismos s3o responsaveis por mais da metade das estafilococcias hospitalares conforme

¢ visto em Melo ef al. (2009). De acordo com Sadoyama e Gontijo Filho (2000), as
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infeccdes por MRSA s3o endémicas, representando aproximadamente 50% das

estafilococcias hospitalares no HC-UFU.

Como foi visto anteriormente, as superficies também se caracterizam como um importante
meio de proliferacdo de bactérias e, sendo de um modo indireto, responsavel pela causa das
infecgdes relacionadas aos cuidados a saude. Por isso, para o presente trabalho, propde-se a
realizagdo de experimentos que venham a representar uma superficie contaminada por uma

bactéria.

Entretanto, como alvo da pesquisa, tem-se a avaliagdo do desempenho de um compdsito
polimérico, o qual ¢ constituido de resina epdxi, dioxido de titdnio e um residuo de vidro,
na capacidade de impedir a formagdo de micro-organismos multirresistentes, utilizado a

cepa de Staphylococcus aureus.

Ao longo dos anos, a importancia clinica dessa bactéria tem crescido devido ao aumento na
ocorréncia de infecgdes hospitalares graves causadas por cepas multirresistentes (Maclean
et al, 2006). De acordo com Melo (2014), as infecgdes causadas por S. aureus, resistentes a
antibiotico, atingiram propor¢des epidémicas globais. A carga global da doenga
estafilocécica, especialmente doencas caudadas por MRSA, esta aumentando em muitos

paises.

A pesquisa de Martins (2013) indicou que o uso desse tipo de compodsito pode ter
desempenho favoravel no combate a micro-organismos infecciosos e, desse modo, essa
pesquisa visa aprofundar a investigagdo do desempenho do compdsito variando os
percentuais de mistura. Também sera verificado como o composito se comporta sob uma

iluminag¢do UV, em relacdo a formacgdo de biofilmes.

Este trabalho ¢ constituido de cinco capitulos, organizados da seguinte maneira:
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e Capitulo 1 - Introdug@o: apresenta uma breve introducgdo sobre as infecgdes hospitalares,
contextualizando o problema; os objetivos gerais e especificos; e, por fim, a justificativa

da pesquisa.

o Capitulo 2 — Revis@o Bibliografica: descreve todos os fendmenos e conceitos
envolvidos na pesquisa, como a formag¢do do biofilme, a fotocatdlise, € como os

materiais utilizados contribuem para melhorias do fendmeno da fotocatalise.

e Capitulo 3 — Materiais e Métodos: neste capitulo se descrevem os materiais utilizados e

a metodologia de pesquisa.

e Capitulo 4 — Resultados e Andlises: aqui sdo apresentados os resultados e discutidos,

por meio de analises qualitativas.

e Capitulo 5 — Conclusido: como ultimo capitulo, apresenta a conclusdo da pesquisa.
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CariTuLo 2

Revisio BiBLioGRAFICA

Esse capitulo tem como intuito abordar os principais assuntos que influenciam no
desenvolvimento da pesquisa, dando fundamenta¢do a mesma. Desse modo, a revisdo da
literatura foi dividida em cinco topicos: Biofilme, Fotocatalise, Didéxido de Titanio, P6 de

vidro e a Resina Epoxi.
2.1 BIOFILME

Pesquisadores reconhecem que nos ambientes naturais, a bactéria ndo existe como uma
célula isolada, mas crescem e sobrevivem em comunidades organizadas, conhecidas como

biofilmes (JENKINSON & LAPPIN-SCOTT, 2001).

Com a producdo e uso em massa da penicilina, nos anos 40, observou-se o surgimento de
bactérias resistentes, pela produg@o de becta-lactamases, bem evidenciada sobre os
Staphylococcus aureus no decorrer dos anos 50. Na década de 1960, mediante o
desenvolvimento de penicilinas semissintéticas, como a meticilina e a oxacilina, verificou-
se por outros mecanismos de resisténcia, como a alteracdo no sitio ativo das PBP’s
(Proteinas Ligadoras de Penicilina, do inglés Penicillin Binding Proteins) nos S. aureus
resistentes a meticilina (MRSA, do inglés methicillin-resistant S. aureus). Isso tudo

potencializado, nas comunidades em biofilmes (MELOQO, 2014).
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Os biofilmes desenvolvem-se quando os micro-organismos colonizam uma superficie e
formam multiplas camadas. Nos ambientes, o biofilme pode ser encontrado em quase todas
as superficies que oferecem condi¢des ambientais: umidade, pH, atmosfera adequada a
bactéria e nutrientes; necessarias para o desenvolvimento microbiano (KIM & FRANK,

1995).

Em Donlan e Costerton (2002) ¢ dito que se deve considerar como uma defini¢do de
biofilme, ndo apenas prontamente as caracteristicas observaveis, células aderidas
irreversivelmente a superficies ou interfaces, embebidas em uma matriz de substancias
poliméricas extracelulares nas quais essas células produziram e, incluindo os componentes
abioticos, mas também outros atributos fisiologicos desses organismos, incluindo muitas
caracteristicas como taxa de crescimento alterada, metabolismo basal e o fato que, os
micro-organismos em biofilmes transcrevem genes, que quando no estado planctonico ndo

S30 necessarios.

Basicamente, conforme se encontra em Pasternak (2009), as bactérias assumem dois
estados na natureza: o plancténico e o biofilme. O plancténico ocorre quando as mesmas se
encontram isoladamente. Ja em biofilme, inicialmente se aderem a um substrato (préteses,
paredes de vasos, cateteres, dentre outras mais variadas superficies), onde, posteriormente,
produzem uma matriz (denominada glicocalice), formando as microcol6nias, podendo ser

monobacteriano (homotipico) ou polibacteriano (heterotipico).

2.1.1 FORMACAO DE BIOFILME

A formagdo dos biofilmes € um resultado de varios processos de natureza fisico-quimica,
bioldgica e ambiental. Segundo Jenkinson e Lappin-Scott (2001) o funcionamento de um
biofilme funciona basicamente como um ciclo, assim como serd retratado no presente
trabalho, e que Mclandsborough e al (2006), descrevem em varios passos na formagdo do
biofilme bacteriano, como: 1* etapa - transporte e adesdo inicial (reversivel), 2% etapa -

adesdo do substrato (irreversivel); 3* etapa - maturagdo e acumulacdo; 4% etapa - a
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formag¢do da micro colonia (pela adesdo célula-célula), levando a biofilmes maduros
consistindo de células e envolvidas por uma matriz polimérica extracelular; e por fim, 5

etapa - o processo de dispersdo.

Os varios estagios do crescimento sdo determinados pelas variaveis fisico-quimicas,
bioldgicas e fatores ambientais, como estd indicado na parte superior da Figura 1. A adesdo
inicial a uma superficie ¢ um evento aleatorio influenciado pela energia de superficie livre

e proximidade das células bacterianas.

Segundo Monds e O’toole (2009), inicialmente uma bactéria adere a uma superficie
aleatéria, chegando também nutrientes e condi¢des ambientais para o desenvolvimento
microbiano, formando um nicho na superficie, propicio a receber mais micro-organismos,
promovendo o crescimento do biofilme. Com a adesdo inicial, a bactéria estabelece uma
ligac@o estreita com a superficie e, conexdes que permitem o crescimento e a maturagdo do
biofilme. Essa fase da formagdo do biofilme, ainda pode ser impactada pela atividade de

algumas substancias antibacterianas (RENDUELES & GHIGO, 2012).

A partir desse momento, comega-se a segunda etapa da formacdo do biofilme, na qual, de
acordo com Melo (2014), os micro-organismos se aderem irreversivelmente as superficies,
bem como comegam a secretar as substancias poliméricas extracelulares (EPS, do inglés
Extracelular Polymeric Substances). O EPS representa a “a casa das células do biofilme” e
determina as condi¢gdes imediatas de vida das células do biofilme, embebido neste
microambiente, que afeta a porosidade, densidade, teor de agua, carga, propriedades de
sor¢do, hidrofobicidade, e a estabilidade mecanica (FLEMMING, NEU & WOZNIAK,
2007).

Com as bactérias ja aderidas a superficie, as mesmas passam pela divisdo de suas células,
aumentando em numero e evidenciando a fase de colonizagdo da superficie, produzindo
assim o chamado “linking film” que fornece um aumento nas propriedades de aderéncia e
acumulagdo das células, transformando em uma comunidade climax (Sequéncia ilustrada

na Figura 1).
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Durante a terceira etapa, ocorre o processo de maturag@o, na qual se percebe um aumento
da produc¢do da matriz polimérica ao redor das micro colonias. A quantidade de material
extracelular aumenta de acordo com o tempo de incubagdo, até que as comunidades
bacterianas s@o completamente envolvidas no interior do material, devido a continuada

secre¢do de EPS (TARASZKIEWICZ et al, 2013).

No quarto estagio, as propor¢des entre células e EPS sdo alteradas por produzir mais
polimeros, o que favorece o crescimento do biofilme, recebendo sempre em sua superficie
novos micro-organismos € novas camadas de EPS, ocasionando o crescimento vertical e
alterando o metabolismo nas primeiras micro colonias formadas por escassez de nutrientes

€ aeracgao.

Com o crescimento estrutural do biofilme, ele fica sujeito a esfor¢os de cisalhamento,
chegando ao ponto de observarmos no interior de um biofilme maduro, diferencas
metabolicas em suas diversas camadas estratificadas, onde as células devem se adaptarem
nestas constantes mudangas ambientais, garantindo a heterogeneidade do mesmo (MONDS

& O’TOOLE, 2009).

No biofilme maduro observa-se a ocorréncia do processo de dispersdo de fragmentos do
mesmo, o que contribui para espalhamento e dissemina¢do dos micro-organismos no
ambiente, agora voltando a sua forma planctonica, sujeito a acdo de antimicrobianos e as
intempéries ambientais. Essa etapa, pode ser feita de duas maneiras: por fendmenos de

erosdo superficial ou por descolamento (“sloughing off”) (MELOQO, 2014).

Além da dispersdo passiva, provocada por tensdes de cisalhamento, as bactérias tém
desenvolvido formas de perceber mudangas ambientais e avaliar se ele ainda ¢ benéfico
para residir dentro do biofilme, ou se ¢ hora de retomar um estilo de vida plancténico. A

dispersdo do biofilme pode ser o resultado de varios estimulos, tais como alteragdes na
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disponibilidade de nutrientes e oxigénio, aumento de produtos toxicos, ou outras condi¢des

prejudiciais aos mesmos (KOSTAKIOTI, HADJIFRANGISKOU & HULTGREN, 2013).

O biofilme ¢ uma entidade dindmica na qual as células bacterianas entram ou deixam a
comunidade continuamente, promovendo diversificagdo e dispersdo, onde as forgas de
cisalhamento nos sistemas de fluxo levam a remodelacdo da estrutura do biofilme

(JENKINSON & LAPPIN-SCOTT, 2001). A Figura 1 esquematiza o processo de

formacgéo.
Figura 1 - Formag@o do Biofilme
Ciclo de formacio de um biofilme
Superficie de energia Fatores fisico-quimicos
do substrato Fatores nutricionais
Propinquidade Emergéncia Cisalhamento hidrodindmico
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D
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TRENDS in Microbiology

Fonte: Adaptado de Jenkinson e Lappin-Scott (2001)

Xavier ef al (2003) enfatiza que o resultado dos processos sequenciais de formagdo, logo
apos a adesdo inicial das células microbianas na superficie, € que definem tanto a estrutura

como a atividade do biofilme. Esses processos incluem fatores fisicos, quimicos,
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bioldgicos (crescimento, divisdo celular e, producdo e excre¢do de EPS) e ambientais,

envolvidos no desenvolvimento dos biofilmes.

2.1.2 ESTRUTURA E COMPOSICAO DOS BIOFILMES

Os biofilmes constituem-se de micro-organismos, material polimérico extracelular e
residuos do ambiente colonizado, aderidos a uma superficie sélida, formando uma
estrutura porosa e altamente hidratada, contendo pequenos canais abertos que agem como
um sistema circulatorio primitivo para a distribui¢do de nutrientes e a remogdo de residuos

metabolicos por entre as micro colonias (MENOITA ef al 2012).

Na maioria dos biofilmes, a quantidade de micro-organismos representa menos de 10% da
massa seca, enquanto que a matriz mais de 90%. A matriz ¢ o material extracelular,
principalmente produzida pelos proprios micro-organismos, em que as células dos
biofilmes estdo embebidas. Consiste em um conglomerado de diferentes tipos de
biopolimeros (EPS), que formam um suporte para a arquitetura do biofilme e € responsavel

pela adesdo a superficies e sua coesdo (FLEMMING & WINGENDER, 2010).

Inicialmente acreditou-se muito que os biofilmes eram representados por uma simples
estrutura plana, com espessura constante. Apos investigacdes, foi possivel observar que

existem no minimo trés estruturas diferentes de biofilme.

A primeira delas € a plana. A segunda, denominada por “modelo de mosaico heterogéneo”,
foi descoberta por meio da microscopia de contraste de interferéncia diferencial (DIC). O
terceiro tipo, € o modelo representado por um cogumelo ou tulipa, com estrutura porosa e
canais capilares de agua, pode onde ocorre a distribuicdo de nutrientes, agua e dispersdo de

metabolitos (MENOITA et al, 2012).

As estruturas dos biofilmes citadas estdo ilustradas na (Figura 2).



Capitulo 2 — Revisdo Bibliografica 35

Figura 2 — Estruturas dos biofilmes: a) Modelo de Mosaico Heterogéneo; b) Modelo em

forma de Cogumelo

Fonte: Menoita ef al (2012)

A estrutura dos biofilmes tem um papel fundamental na atividade dos mesmos. Nao
somente as condi¢des hidrodinamicas e o fornecimento de nutrientes influenciam a
transferéncia de massa de todos os produtos quimicos envolvidos, o formato do biofilme
também. Contudo, sua estrutura ¢ definida em parte pela atividade vital do biofilme
(Figura 3): o crescimento das células microbianas, produgdo e excrecdo de EPS, em
conjunto com fatores externos como forgas de atrito definidas pela hidrodindmica e outras

for¢as mecanicas envolvidas, que moldam a estrutura dos biofilmes (XAVIER et al, 2003).

Figura 3 - As influéncias envolvidas na relagdo estrutura/atividade em biofilmes
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2.1.2.1 SUBSTANCIA EXTRACELULAR POLIMERICA (EPS)

As substancias extracelulares poliméricas (EPS) s@o biopolimeros de origem microbiana,
em que os micro-organismos do biofilme estdo embebidos, no qual podem ser encontrados:
arque bactérias, eubactérias e micro-organismos eucariotas produzindo os biopolimeros.
Ao contrario do que se acreditava, as EPS s3o mais do que polissacarideos, as quais
compreendem uma grande variedade de proteinas, glicoproteinas, glicolipideos, e em

alguns casos, DNA extracelular (e-DNA) (FLEMMING, NEU & WOZNIAK, 2007).

As EPS imobilizam as células de biofilmes e os mantem em uma estreita proximidade, a
qual permite intera¢des intensas, incluindo o “qudrum sensing” (permitindo a comunicagao
entre as células, inclusive interespecifico). Ocorre a producdo e liberagdo de enzimas
extracelulares formando um versatil sistema digestivo externo, fornecendo a biota,
substancias particuladas dissolvidas na fase aquosa, permitindo que estas sejam utilizados
como nutrientes e fonte de energia. A matriz protege 0s micro-organismos contra
dessecacdo, biocidas, agentes oxidantes, antimicrobianos, cations metalicos, radiagdo

ultravioleta e as defesas dos hospedeiros (FLEMMING & WINGENDER, 2010).

E demonstrado que o biofilme ¢ resistente a varios componentes do sistema imune por
dificultar a acessibilidade aos mesmos, devido ao efeito do EPS protetor. O EPS age como
um absorvente ou reagente, reduzindo a quantidade de antimicrobianos disponiveis para
interagirem com o biofilme, assim como a estrutura fisica reduz a penetracdo de agentes

antimicrobianos como uma barreira de acesso a regides do biofilme (DAVIES, 2003).

2.1.3 PROPRIEDADES DO BIOFILME

Os micro-organismos em biofilme apresentam variadas modificagdes diferenciando em

muito de quando em vida planctonica, acarretando consequéncias de diagnostico e de
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terapias significantes. Essas propriedades serdo descritas de acordo com Hoiby ef. al

(2011):

A) As bactérias aparecem diferentes em infecgdes por biofilmes, desde a sua
localizagdo de proximidade umas com as outras e cercadas pela matriz
produzida por elas mesmo. Um biofilme pode ser reconhecido pela microscopia
de luz, embora uma identificagdo mais precisa, de toda a bactéria dentro do

biofilme, so pode ser percebida pelas técnicas de hibridizag¢do do DNA.

B) Estudos transcriptonicos da Pseudomonas aeruginosa, indicaram adaptacdo da
fisiologia e bioquimica do crescimento das bactérias em biofilme, comparada
com o crescimento da bactéria na forma planctonica. Enquanto o padrdo da
expressdo de genes durante o crescimento do biofilme é investigado, os
resultados indicam que as células bacterianas principalmente se assemelham
ao crescimento da bactéria planctonica na fase do crescimento estaciondrio em

que cada bactéria exibe uma atividade metabolica baixa.

C) A viabilidade da bactéria em biofilme, indica um aumento na tolerdncia contra
os antimicrobianos, desinfetantes, e sua capacidade de se proteger dos
mecanismos de imunidade do hospedeiro evidenciado no aumento da

tolerdncia das bactérias frente vdrios agentes.

D) Dessa forma, os biofilmes causam infecgdes cronicas, persistentes, factiveis de

espalhamento em focos secunddrios e de dificil controle.

2.1.3.1 QUORUM SENSING (QS)

“Quorum Sensing” € o mecanismo pelo qual os micro-organismos se comunicam por meio
de pequenas moléculas sinalizadoras de varias informagdes, tais como: seu numero,
condigdes ambientais, nutritivas, de resisténcia e de capacidade de causar doengas.

(BASSLER & LOSICK, 2006).

Para que as bactérias possam expressar sua capacidade de causar doengas, entra em jogo o

0S8, levando-as a reconhecerem o que as rodeiam em seu habitat (HOIBY er a/, 2011).
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Davies et al. (1998), sugere em suas descobertas que a inibi¢io dos sinais células-a-células,

causados pelo QS, pode ajudar na desorganizagdo dos biofilmes.

Irie e Parsek (2008) consideram que o QS tem a fung¢do de controlar o tamanho da
populagdo no biofilme e, sinalizam para o reinicio do ciclo de formagdo (Figura 4),
promovendo a dispersdo ou dissolugdo da subpopulagdo das células. O QS induz
comportamentos nos biofilmes, os quais alteram o curso do desenvolvimento do mesmo,
como a producgdo de fatores secretados, como os exopolissacarideos ou outras adesinas.
Alternativamente, o QS provoca ou reprime atividades de grupo, como a mobilidade de

superficie, que por sua vez tem um profundo impacto na estrutura do biofilme.

Evidenciando que o QS estd envolvido na regulagdo dos diferentes passos no
desenvolvimento do biofilme, dependendo dos micro-organismos e das condigdes de

crescimento.

Figura 4 - Desenvolvimento do biofilme. A atuag@o do quorum-sensing.
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Fonte: Adaptado de Irie e Parsek (2008)
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O QS, como um sistema de comunica¢do que coordena a expressdo de genes no nivel da
comunidade, enquanto regula uma grande variedade de fun¢des, controla propriedades
ligadas a patogenicidade, e desempenha um importante papel na formagdo do biofilme,
além de possibilitar o desenvolvimento populagdes mistas (RENDUELES & GHIGO,
2012).

2.1.4 MECANISMOS DE RESISTENCIA DO BIOFILME

O controle de biofilme ¢ dificultado pelo sistema de protecdo estrutural nele existente,
onde os micro-organismos se organizam em comunidades, nas quais evoluiram para
apresentar fenodtipos diferenciados, desempenhando fung¢des complementares. O
comportamento cooperativo associado das células bacterianas, sdo mediadas pela
comunicagdo entre as células e outros fatores, que permitem um aumento da diversidade e
da eficiéncia metabolica, assim como um aumento de resisténcia aos fatores ambientais,

agentes antimicrobianos e as defesas de seus hospedeiros (EPSTEIN et a/, 2011)

O crescimento bacteriano no biofilme se difere do planctonico em relagdo as propriedades
genéticas e bioquimicas. Basicamente, a formagao das células dos biofilmes que coexistem
cada um formando grupos coordenados aderidos a uma superficie bidtica ou ndo biotica,
estdo envolvidos por uma matriz de EPS, comunicando-se efetivamente pelos mecanismos
de QS e em uma baixa atividade metabolica limitando a atividade dos antimicrobianos
convencionais, diferentemente do que ocorre quando as células estio metabolicamente

ativas (MELO & PERUSSI, 2013).

Muitos fatores tém sido sugeridos como responsaveis pela extraordinaria resisténcia do
biofilme em relagdo aos antimicrobianos: o metabolismo reduzido e as taxas de
crescimento, mais especificamente sua parte mais interna. O EPS age como um absorvente
ou reagente, reduzindo a quantidade de antimicrobianos disponiveis para interagirem com
o biofilme, assim como a estrutura fisica reduz a penetragdo de agentes antimicrobianos

como uma barreira de acesso a regides do biofilme (DAVIES, 2003).
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Como pode ser visto na Figura 5, o controle de biofilmes com antimicrobianos
frequentemente resulta em uma incompleta eliminagdo, permitindo que as bactérias ndo
atingidas atuem como um nucleo para a propagacdo dos patogenos, apés a suspensdo do

uso dos antimicrobianos (DAVIES, 2003).

Figura 5 - Resisténcia do Biofilme ao antibiotico
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Fonte: Adaptado de Davies (2003)

A taxa de crescimento, a sintese proteica e a atividade metabolica sdo estratificadas nos
biofilmes, mostrando um alto nivel de atividade na superficie e um baixo nivel, ou
nenhum, de crescimento no centro. De acordo com Hoiby ef al (2009), essa ¢ considerada

uma das explicagdes para uma baixa suscetibilidade dos biofilmes aos antimicrobianos.

Pesquisadores acreditam que o biofilme tem uma taxa de crescimento reduzida, a qual ¢
um fator de contribui¢do para a incomum resisténcia dos mesmos, contra os tratamentos
efetivos de antimicrobianos. Se tem percebido que as células nos centros das micro
colonias, na verdade, tem taxas metabolicas reduzidas comparadas com as células

proximas a superficie, como ¢ ilustrado na Figura 6 (DAVIES, 2003).
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Figura 6 - Atividade metabolica em uma micro coldnia de biofilmes
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A atividade metabdlica em uma micro coldnia de biofilmes é em fungdo da profundidade e
¢ influenciada pelo transporte de nutrientes. De acordo com Melo (2014), no mesmo
biofilme podem ser encontrados micro-organismos com diferentes atividades metabolicas
e, essas diferencas sdo geradas pelo acesso das células aos nutrientes, oxigénio, agua,

dentre outros.

As células dos limites da micro colonia em contato com a interface liquida sdo os mais
ativos. Ja4 as células mais profundas na micro colonia podem potencialmente
permanecerem inertes que reativam seu crescimento e metabolismo, apds a suspensdo do

uso de antimicrobianos.

Os biofilmes s@o particularmente recalcitrantes a agdo dos antimicrobianos, ndao s6 devido
ao aumento de resisténcia inerentes as condigdes do meio interno da comunidade, mas
também por meio das limitagdes de difusdo impostas pela matriz extracelular, inativagao
antimicrobiana por uma maior concentragdo de ions metalicos e baixo pH, e a presenca de
células metabolicamente inativas, que mantém viaveis apds a tentativa de tratamento e

controle (KOSTAKIOTI, HADJIFRANGISKOU & HULTGREN, 2013).
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Nesta se¢do 2.1, foram apresentados os principais conceitos relacionados aos biofilmes,
como seu processo de formagdo, algumas propriedades e também seus mecanismos de

resisténcia, os quais sdo uma das principais caracteristicas dos mesmos.

2.2 FOTOCATALISE

Tem-se que a fotocatilise ¢ um processo eletroquimico o qual acelera as reacdes de
oxidagdo e reducdo de substancias organicas por apenas existir uma incidéncia de luz ou

energia radiante (MARANHAO, 2009).

Esse processo ¢ identificado por Nogueira e Jardim (1997), com aplicagdo a
descontamina¢do ambiental. Sdo chamados de “Processos Oxidativos Avangados” (POA) e
tem atraido grande interesse por serem mais sustentaveis a longo prazo. Funcionam pela
formac@do de radicais hidroxila (HO), um agente altamente oxidante. Mediante a sua alta
reatividade (E° = 2,8 V), os radicais hidroxila podem reagir com varios compostos e

promover sua total mineralizagdo para compostos indcuos como CO2 e agua.

O fenomeno da fotocatalise indica uma aceleragdo de uma fotoreagdo devido a presenca de
um catalisador. Essa defini¢do leva em conta a fotosensibilizagdo, um processo quimico no
qual uma entidade molecular é fotoquimicamente alterada, seguida de absor¢@o de radiagdo
por outra entidade molecular chamada de fotosintetizador. No entanto, ao contrario do
processo fotocatalitico, a fotosintetizagdo exclui a fotoacelera¢do de uma reagdo quimica,

independente se ocorre em uma fase homogénea ou heterogénea (SPASIANO et. al 2015).

Ainda de acordo com Spasiano ef al (2015), o processo da fotocatalise pode ocorrer de dois
tipos, o primeiro ¢ chamado de “fotocatalise homogénea”, e a segunda de “fotocatalise

heterogénea”.
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Em Texeira e Jardim (2004) encontra-se que a formacdo dos radicais hidroxila (processo
de fotocatalise) podem ocorrer mediante a varios processos, os quais sdo classificados em
sistemas homogéneos ou heterogéneos, devido a auséncia ou a presenga de catalisadores na
forma solida, além de poderem estar ou ndo sob irradiagdo. Como neste trabalho a
fotocatalise sera realizada com a presenca de catalisador na forma sélida, define-se que o

foco seja dado a fotocatélise heterogénea.

Conforme ¢ visto em Martins (2013), esse processo também pode ser chamado de
fotodegradacdo, o qual consiste na irradiagdo de um fotocatalisador, geralmente por meio
de um semicondutor inorganico como o TiO2, o qual serd excitado eletronicamente. Desse
modo, um elétron ¢ movido da banda de valéncia para a banda de condugdo, formando
regides oxidantes e redutoras, as quais sdo capazes de catalisar as reagdes quimicas,

transformando os compostos organicos em CO2 e H2O.

De acordo com Fujishima, Zhang e Tryk (2008), a fotocatalise é geralmente pensada como
uma catalise de uma reacdo fotoquimica em uma superficie solida, usualmente um
semicondutor. E uma simples defini¢do, enquanto correta e util, entretanto, desconsidera o
fato de que devem estar acontecendo no minimo duas reagdes simultaneamente, a primeira
envolvendo oxidagdo, lacunas fotogeradas, e a segunda envolvendo a reducdo, de elétrons
fotogerados. Ambos os processos devem ser equilibrados precisamente para que ndo ocorra
uma mudancga no fotocatalisador, o que ¢, afinal, um dos requisitos basicos para um

catalisador.

2.2.1 FOTOCATALISE HETEROGENEA

O principio da reagdo de um semicondutor fotocatalitico ¢ simples. Por meio de uma
irradiacdo de uma luz com energia maior do que um “band gap” (E,), que ¢ a diferenca de
energia entre uma banda de valéncia (BV) preenchida e uma banda de condugido (BC)
vazia, resulta em um elétron excitado (¢’) que vai para a BC, deixando uma lacuna positiva

(h") na BV. Esses ¢ e h', reduzem e oxidam, respectivamente, espécies quimicas na
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superficie de fotocatalise, a menos que eles se recombinem para ndo dar nenhuma reac¢ao

quimica, mas calor (KANEKO & OKURA, 2002). O processo ¢ ilustrado na Figura 7.

Figura 7 - Esquema de fotoativag@o do catalisador
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Fonte: Teixeira e Jardim (2004)

Em Ni et. al (2005) ¢ dito que sem uma excitagdo, os elétrons e as lacunas permanecem na
banda de valéncia. Quando os semicondutores sdo excitados por fétons com energia igual
ou maior do que os seus niveis de energia de “band gap”, os elétrons recebem energia dos

fotons e assim saltam da BV para a BC.

A estrutura original (ou composi¢do quimica) dos materiais semicondutores permanece
inalterada se numeros iguais e de elétrons excitados (&) e lacunas positivas (h") sdo
consumidos pelas reagdes quimicas e/ou recombinac¢io, de onde vem o termo fotocatalise

(KANEKO & OKURA, 2002).

O principio basico da fotocatéalise heterogénea se baseia no seu catalisador, que na forma
solida, ¢ um semicondutor. Os semicondutores possuem uma banda de valéncia incompleta
e uma banda condutora. As mesmas sdo separadas por uma lacuna, que se modifica
conforme modificam-se os tipos de elementos, como pode ser visto na Figura 8. O

tamanho da lacuna, influencia na energia necessaria (“bandgap”) para que ocorra o
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fenomeno da fotocatalise. De acordo com Maranhdo (2009), nos condutores, essa lacuna ¢
inexistente, enquanto que nos isolantes ela € grande o suficiente para impedir uma troca de

elétrons. Tal fato € ilustrado na Figura 8.

Figura 8 - Diferencas entre os orbitais de compostos condutores, semicondutores e

isolantes.
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Fonte: Maranhao (2009)

O processo das reagdes quimicas que ocorrem durante o fendmeno, sera descrito conforme
encontrado em Benabbou er al (2007). O primeiro passo que ocorre na reagdo de
fotocatalise consiste na geragdo do par lacuna-elétron durante a irradiag@o das particulas de
TiO2 com uma energia fotonica igual, ou maior que a energia de “band gap” (3,2 eV). O
elétron ¢ entdo extraido da BV para a BC. Esse processo resulta em uma regido de lacuna

positiva na BV (h") e em um elétron livre (¢") na BC (Equagdo (1):

TiO2 + hv — TiO2+ ¢ (BC) +h* (BV) (1)

A lacuna, na superficie catalitica, reage com os ions hidroxilas (OH") e absorve 4dgua para

formar de radicais livres (OH"). (Equagdes 2 e 3):
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TiOz (h) + OH™ — TiO, + OH' )

TiO2 (h") + H2Ouds — TiO2 + OH' + H A3)

O elétron na BC reduz o oxigénio a um ion superdxido: Oz (Equagdo 4). Essa reagdo

previne a e /h" recombinagdo, na auséncia de outros receptores de elétrons.

O2+e — O (4)

Uma redug@o adicional do Oz, produz H202, como descrito na (Equagéo 5)

02+ ¢ +2H - H0; (%)

O ion superdxido e em sua forma de préton subsequentemente desencadeia a produgdo do

peroxido de hidrogénio ou um anion perdxido (Equagdes 6 - 8)

0, +H — HO, (6)
0, +4HO; — 20H + 30, + H20; (7)
20H — O; + H,0, (3)

De acordo com todas as rea¢des descritas, dentre os processos de fotocatalise, os radicais
OH’ sdo altamente ativos para a oxidag@o de substancias organicas e para a inativagdo de

virus e bactérias (RINCON & PULGARIN, 2003).

Em Sunada, Watanabe e Hashimoto (2002) foi estudado um processo de fotocatalise da

bactéria I. coli. No estudo, acredita-se que o processo pode ser dividido em 3 estagios: (1)
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desordenando a membrana externa das células bacterianas pelas espécies reativas (OH’,
H202, 027); (2) desordenando a membrana interna (a membrana citoplasmatica) e matando

a célula; e (3) a decomposi¢do da célula morta.

Figura 9 - llustragdo esquematica do processo de fotodegradacio da . coli em um filme de

TiO2 (de a-c).

Membrana externa
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Membrana citoplasmatica
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Fonte: Adaptado de Sunada, Watanabe e Hashimoto (2002)

No primeiro estagio as membranas externas da bactéria, foram decompostas parcialmente
pelas espécies reativas produzidas pela fotocatalise do TiO2. A decomposi¢do parcial da
membrana externa, no entanto, modifica a permeabilidade a espécies reativas.
Consequentemente, as espécies reativas podem alcangar e atacar a membrana interna,
levando a peroxidacdo da membrana lipidica. As desordens estruturais e funcionais da
membrana citoplasmatica sdo devido a peroxidagdo do lipidio levar a uma perda de
viabilidade das células e a morte das células (SUNADA, WATANABE & HASHIMOTO,
2002).

Em algumas pesquisas como no caso de Maness ef al (1999) e Saito ef al (1992) sustentam
aideia de que a desordem da membrana citoplasmatica € a raiz para o efeito de degradacgio
pela fotocatalise de TiOz. E assim, em Sunada, Watanabe e Hashimoto (2002), a parcial

decomposicdo da membrana externa da célula bacteriana pelo inicio da reagdo
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fotocatalitica do TiO2, levou a morte da célula, mostrando a atividade fotodegradadora do

filme de TiOx.

2.2.2 FATORES QUE INFLUENCIAM NO DESEMPENHO DA FOTOCATALISE

De acordo com Kaneko e Okura (2002), a atividade fotocatalitica de um material
semicondutor € controlada por trés parametros basicos: (1) propriedade de absor¢ido de luz,
isto €, o espectro e o coeficiente de absor¢do da luz; (2) a taxa de redugdo e oxidagdo do
substrato reativo por respectivamente ¢ e h'; e (3) a taxa (ou a probabilidade) de

recombinag¢io do par e -h".

Em um nivel mais especifico, segundo Wade (2005), existem varios fatores que estdo
intimamente governando os trés parametros citados por Kaneko e Okura (2002), incluindo
o “band gap” da catalise, area de superficie, porosidade, estrutura cristalina, cristalinidade,
pureza, densidade de superficie dos grupos hidroxilas, caracteristicas de migragdo dos e e
h', acidez superficial, e a distribui¢do dos tamanhos. Cada uma dessas caracteristicas pode

ser melhorada usando técnicas de sintetizagdo para criar os materiais fotocataliticos.

Assim, os principais fatores que influenciam no desempenho dos processos fotocataliticos,
conforme encontrado em Maranhdo (2009) sdo: a quantidade de particulas fotoativadas, a
dimensdo dessas particulas e a estrutura cristalina do semicondutor. Quanto mais particulas
de dioxido de titdnio em contato com a radiagdo ultravioleta, maior o desempenho
fotocatalitico. As particulas devem ser nanométrias, sendo tanto mais efetivo quanto menor
for a sua dimensdo, entretanto alguns trabalhos tém indicado que as particulas com

dimensdes de 15 nm apresentam as mais intensas atividades fotocataliticas.

Ainda de acordo com Maranhdo (2009), o didéxido possui trés formas cristalograficas:
rutilo, anatase e bruquita. O rutilo tem sido bastante usado como opacificante e como

pigmento na area de tintas e plasticos, enquanto que a anatase vem sendo pesquisada para a
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fotocatalise, principalmente devido ao seu maior “band gap”. Ja a bruquita ndo possui

interesse, pois a mesma € instavel.

2.2.3 APLICACOES

O interesse pela fotocatalise tem se tornado cada dia maior, como se percebe em Maranhdo
(2009). Podem ser citados algumas formas nas quais o material ja foi aplicado. Como a
Igreja Dives in Misericordia (Roma Italia) (Figura 10), a qual utilizou um cimento com

propriedades fotocataliticas, de modo a dar manutengdo na cor do concreto.

Figura 10 - Igreja Dives in Misericordia

Fonte: Italcementi Group (2009)

Tem-se outros exemplos como o caso dos pavimentos cimenticios (pavers) na cidade de
Hong Kong (YU, 2003); em Bérgamo na Itdlia (MARTINS, 2013) e as placas de
fibrocimento sem amianto (YURANOVA ef al, 2007).

Em Spasiano ef al (2015), podem ser vistos varios outros exemplos de uso do didxido de
titanio em fotocatalise. Os produtos foram utilizados em superficies auto-limpantes, como

no caso dos vidros de Pilkington, que anunciaram em 2001 o desenvolvimento da primeira
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janela auto-limpante a Pilkington Active ™, e posteriormente outras grandes companhias
de vidro langaram produtos similares, como os: PPG’s Sunclean™, Saint Gobain’s

Bioclean e Impact Safety Glass.

Um produto desenvolvido no inicio da década de 90, desenvolvido pela empresa Japonesa
Arc-Flash, usa uma tecnologia de fixa¢do de um material que usa nanoparticulas de TiO>
como o principal ingrediente. De acordo com Spasiano ef al (2015), o Arc-Flash® tem
propriedades fotocataliticas e antibacterianas que podem reduzir o nimero de infec¢des

dos pacientes dos hospitais.

Superficies antibacterianas usando o dioxido de titdnio vem sendo testadas por
pesquisadores. Etacheri ef al. (2013) descobriu que o uso de um didxido de titdnio de
estrutura atdmica anatase-brookite apresentou uma alta taxa de inativagdo contra
Staphylococcus aureus, quando comparado com o fotocatalisador da Evonik-Degussa P25,

comercialmente disponivel.

Em placas de plastico, foram testados por Mitoraj ef al. (2007), dois tipos de TiO2 com
modificagdes diferentes, com cloretos de platina e outro com o dioxido dopado com
carbono, ambos para atuarem como biocidas. Foi constatado o efeito biocida sobre
Escherichia coli, na presenga dos dois fotocatalisadores. O dioxido com o cloreto de

platina exibiu um efeito maior de inativag@o.

A Arconic Architectural Products, uma empresa norte americana de inovagao, produziu
uma superficie de aluminio, chamada de Reunobond, na qual se aplica um revestimento de
dioxido de titdnio (chamada de EcoClean™), o que resultou em um painel arquitetonico de

aluminio que ¢ autolimpante e ajuda a limpar o ar ao seu redor.
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2.3 DIOXIDO DE TITANIO (T103)

O didxido de titanio € um material, semicondutor, que ¢ amplamente empregado como
fotocatalisador, com a finalidade de degradar poluentes ambientais. Contudo, existem

diversos outros tipos de aplicagdes tecnologicas para o mesmo (ULLA, 2014).

Muitos semicondutores como TiO2, CdS, ZnO, WOs3, ZnS, FexO3 podem ser utilizados
como sensibilizadores em processos de oxidacdo e reducdo. Entretanto, a combinagdo de
fotoatividade e fotoestabilidade ndo € muitas das vezes, satisfeita. Assim, de acordo com
Nogueira e Jardim (1997), principalmente devido a sua ndo toxidade, fotoestabilidade e
estabilidade quimica em uma ampla faixa de pH, o TiO2 ¢ o semicondutor mais

amplamente estudado.

Para Nakata e Fujishima (2012), dos mais diferentes fotocatalisadores, o TiO2 tem sido o
mais amplamente estudado e usado em varias aplicagdes devido a sua forte habilidade de
oxidagdo para decomposi¢do de poluentes organicos, super hidrofilicidade, estabilidade

quimica, longa durabilidade, ndo toxidade, baixo custo e transparéncia a luz visivel.

Também tem se tornado um dos mais importantes fotocatalisadores em
biodescontaminagdo ambiental para uma grande variedade de orgénicos, bactérias, virus,
fungos e células cancerigenas, os quais podem ser totalmente degenerados e convertidos

em COg2, H20 e inofensivos anions inorganicos (BANERIJEE et al, 2000).

Em Diebold (2002) sdo citadas as varias formas nas quais o TiO2 € usado, como sendo: em
células solares para a produg@o de hidrogénio e energia elétrica, como um sensor de gas,
como um pigmento branco (em tintas e cosméticos), revestimento de protecdo contra
corrosdo, protetor 6tico, em cerdmicas e em dispositivos eletronicos tais como resistores. E
importante em ciéncias da Terra, e também desempenha um papel na biocompatibilidade

de implantes Osseos, € outras mais.
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Como ja descrito anteriormente, o TiO; existe em trés formas alotropicas: anatase, rutilo e
brookite. De acordo com Ullah (2014), as propriedades fotocataliticas do dioxido de
titdnio, também dependem da sua fase cristalina, sendo a anatase a mais fotoativa dentre

elas e, em comparagdo com a rutilo, apresenta as principais causas:

i. ao “band gap” indireto apresentado pela anatase, que diminui a taxa de

recombinag¢do do pare e h';
ii.  amaior energia de “band gap” (diferenca de 0,2 eV) que a rutilo;
iii.  amaior mobilidade dos elétrons na anatase do que na rutilo;

iv. e, a habilidade unica da anatase de promover a formagao de espécies de peroxido

em sua superficie.

De acordo com Nogueira e Jardim (1997), apesar de o TiO2 ser considerado o
semicondutor mais fotoativo, a recombina¢do do par ¢ e h" é um dos principais fatores que
atrapalham o rendimento total do processo. Isso evidencia o motivo pelo qual ja descrito

em (1), a anatase ¢ a forma mais utilizada e estudada do didxido.

Uma das formas que podem melhorar a fotocatalise € quando se tem a redugdo do tamanho
da particula de TiO, sua area de superficie, aumenta levando a uma melhoria na
fotoeficiéncia e, assim, na propriedade fotocatalitica, pois a area de superficie elevada
tornaria a superficie da particula mais ativa em relacdo a absor¢do de luz e 4agua

(BANERIJEE et al, 2006).

Por todos esses motivos, existe um grande interesse cientifico e na engenharia, na
aplicagdo do semicondutor fotocatalitico. O TiO2 ¢ um poderoso oxidante, devido ao seu
alto potencial de oxidagdo das lacunas na banda de valéncia, formadas pela fotoexcitagdo

(CARNEIRO ef al, 2006).
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2.4 PODE VIDRO

Os vidros sdo compostos por silicatos ndo-cristalinos, que também podem conter outros
oxidos que vado influenciar nas suas propriedades. Tem-se que as duas principais
caracteristicas desses materiais sdo a sua transparéncia ética e a relativa facilidade de
producdo dos mesmos (CALLISTER, 2007). Como sendo um grupo familiar de materiais
ceramicos, os vidros, podem ter aplicagdes comuns, tais como: recipientes, janelas, lentes,

portas, fachadas, fibras, entre outros.

Para a construgdo civil, basicamente podem ser os vidros do tipo: float (vidro comum);
temperado (vidro com maior resisténcia a quebras e impactos); laminado (utiliza uma
pelicula de polivinil butiral para reter os cacos, em um dano); serigrafado (temperado com
uma tinta aplicada a uma das faces); jateado (texturizado); insulado (separado por um
perfil de aluminio, com duas chapas de vidro para melhor isolamento térmico e acustico);
refletivo (camada metalizada para reter luz solar e calor); curvo (versatil geometria); e,

fibra (utilizagdo estrutural e isolante).

No processo de fabricagdo dos vidros sdo geradas algumas sucatas, como: os retalhos
(pedagos que sobram), cacos (mediante a quebra durante a lapidacdo), pecas indesejadas
(baixa qualidade e fora das especificagdes) e o p6 de vidro (resultante da lapidagdo,
furagdo/recorte dos vidros ou no forno das témperas). Retalhos, cacos e pecas indesejadas

também sdo gerados pela construgdo civil e por inutilidade de recipientes.

As sucatas (residuos), podem retornar ao processo de produgdo do vidro, sendo reciclado,
ao contrario do p6 de vidro que ndo tem serventia. Além da reciclagem, pesquisas tem
encontrado meios para a utilizacdo desses residuos, como a mistura dos mesmos em

concretos € argamassas, tanto as sucatas quanto o pé de vidro.

Chen e Poon (2009) fizeram um experimento com residuos de vidro de garrafas de

bebidas, no qual utilizaram o vidro como um agregado na composi¢do do concreto.
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Identificaram que as camadas de superficie do concreto aumentaram a atividade
fotocatalitica quando o mesmo possuia o residuo. Os fragmentos de vidro incorporados
permitiram que o TiOz no interior da camada de superficie desempenhasse um papel ativo
na reagdo fotocatalitica. A propriedade de transmitancia dos residuos de vidro € o fator

chave para um aprimoramento eficiente da fotocatalise.

De modo a verificar a aplicabilidade do pé de vidro, Ribeiro (2015) estudou a taxas de
substitui¢do de cimento pelos residuos em argamassas de cimento Portland, de modo a
verificar o efeito no estado fresco e endurecido de suas propriedades. Os resultados
mecanicos mostraram que para baixas idades a resisténcia a compressdo foi inferior as de
referéncia, entretanto, para idades mais altas, com maior percentual de residuo, mostraram
aumento significativo de suas resisténcias. Para o autor, o uso parcial do residuo se

mostrou viavel.

Em um estudo, Aly ef al (2012) também estudaram a substitui¢do parcial de cimento por
p6 de vidro (em 20% e 40%), produzido por esmerilhamento, além de adi¢do de uma nano
silica coloidal. Os resultados encontrados pelos autores mostraram uma melhora na
resisténcia a compressao e flexdo, além de um aumento na resisténcia ao impacto e energia

de fratura.

Com a mesma inten¢do de Chen e Poon (2009), de aprimoramento da fotocatalise, Martins
(2013) fez o uso do residuo de vidro encapsulado com o TiO2 em uma resina epdxi, para a
verificagdo de inativacdo de patdgenos. Na execugdo dessa pesquisa, foram utilizadas
amostras sem a presenga do residuo e com variagdo de teores de vidro. Observou-se que
houve uma melhor performance da fotocatalise quando utilizados teores de 10% de mistura
de po6 de vidro, indicando que, provavelmente, a concentragdo ideal desse residuo esteja

proximo de 10%.

De acordo com a Associacdo Brasileira de Distribuidores e Processadores de Vidros
Planos, o p6 de vidro, gerado no processo de furagido ou lapidagio dos vidros ndo possui

serventia para a industria vidreira, nem para o processo de reciclagem. Por isso, neste
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trabalho, destaca-se a importancia da utilizagdo do p6 de vidro, dando uma destinagao final

e nobre, para um material que seria descartado.

2.5 RESINA EPOXI

Uma das primeiras sinteses da resina epdxi foi creditada ao Dr. S. O. Greenlee, um
pesquisador americano, o qual estudou a sintese da resina para utilizagdo em

revestimentos, no ano de 1936.

Segundo Harper (2004) as resinas epoxi sdo grupos de polimeros de ligagdo cruzada e, por
vezes, conhecido como o grupo oxirano, o qual € reativo para uma ampla gama de agentes
de cura. As reagdes de cura convertem as resinas de baixo peso molecular, em estruturas

tridimensionais termorrigidas que exibem propriedades valiosas.

O termo resina epdxi pode se referir as formas curadas e ndo-curadas das resinas. Podem
ser encontradas nos estados liquidos, semissolidos ou até solido, dependendo da sua
composi¢do quimica (grau de polimerizagdo), que pode alterar sua viscosidade. As resinas
epoxi sdo convertidas em polimeros termorrigidos por meio de um processo de cura pela

acdo de endurecedores, aditivos ou catalisadores (agentes de cura) (SILVEIRA, 2009).

Kersting (2004) destaca como as propriedades da resina epoxi como sendo: boa adesdo a
diversos substratos, tenacidade relativamente alta, boa resisténcia as intempéries, alta

resisténcia elétrica, baixa contragdo volumétrica, entre outras propriedades.

Além disso, as resinas tém um coeficiente térmico maior que o do concreto, um
comportamento fragil, excelente aderéncia, alta resisténcia a tragdo e a compressio.
Também ¢ altamente resistente ao ataque quimico e ao desgaste. Em contrapartida,
algumas delas ndo podem ser usadas em ambientes umidos, tem um odor forte antes da

polimerizagdo e ¢ fortemente alergénico.
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Mourdo (2010) diz que as resinas epoxi apresentam propriedades mecanicas superiores a
qualquer resina, sendo a resisténcia & compressdo de 80 a 100 MPa e resisténcia a tragdo

entre 40 a 60 MPa.

De acordo com Silveira (2009) as resinas epoxi t€ém merecido uma atengdo especial em
relagdo as outras resinas termorrigidas. Tal fato se da por elas apresentarem excelentes
caracteristicas como matrizes hospedeiras, na qual podem criar uma demanda por novas

aplicagOes na area da opto-eletronica.

Devido a todas essas propriedades, na Engenharia Civil, as resinas epdxi tem sido
utilizadas em conjunto com fibras, para fabricacdo de compositos. Esses compositos tém
sido amplamente estudados como materiais de reforgos estruturais. Em Carneiro (2009)
podem ser encontrados alguns exemplos de aplicagdes de materiais compositos de resina e

fibras para reparo e reforgo de elementos estruturais.

Segundo Lima (2012), na construgdo civil, as resinas apresentam resultados satisfatorios
em juntas flexiveis, unido entre concreto velho e novo, revestimentos de depdsitos
destinados a produtos agressivos, membranas impermeabilizantes e pinturas anticorrosivas.
Mas vem sendo utilizadas essencialmente em pisos industriais, principalmente por sua

caracteristica de alta aderéncia e resisténcia.

As propriedades as quais os produtos a base de resina epdxi oferecem, na maior parte das
vezes, sd0 superiores as apresentadas por quaisquer outras resinas. O conjunto das
propriedades fisicas, mecanicas e elétricas concentradas em um unico produto favorecem

diversas aplicagdes como polimeros de engenharia (KERSTING, 2004).

Na Tabela 1, s@o apresentadas caracteristicas gerais, de forma resumida, as aplicagdes

comuns em construgdo civil, de acordo com Tonet (2009).
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Tabela 1 — Propriedades gerais e aplicagdes comuns da resina epoxi.

AGLOMERANTE

Caracteristicas gerais

Aplicagcbes comuns

Epoxi

Alta resisténcia
quimica;

Otima aderéncia a
outros materiais;
Baixo indice de
retragéo;

Baixa absorgéo de
agua e alta resisténcia
mecanica;

Custo alto.

Utilizado em situagdes especiais, como
pisos para industria e rodovias, para
restauracdo de estruturas deterioradas
e como recobrimento para paredes
internas.

Fonte: Adaptado de Tonet (2009)
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CariTurLo3

M areriats E M ETODOS

Nesta secdo sdo apresentados os materiais que foram utilizados e o procedimento

experimental adotado.
3.1 MATERIAIS

O trabalho foi desenvolvido experimentalmente, utilizando os seguintes materiais: dioxido
de titanio, resina epoxi, pd de vidro, meios de cultura e cepas dos micro-organismos. A
partir desses materiais prepararam-se os compdsitos (corpos de prova), realizaram-se dos
ensaios microbioldgicos e verificou-se a formacdo de biofilmes. A seguir sdo descritos os

materiais utilizados.
3.1.1 Di6x1po DE TITANIO (T103)

Por meio da parceria firmada com Laboratério de Novos Materiais Isolantes e
Semicondutores (LNMIS) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) se obteve o
dioxido de titanio (TiOz).

O LNMIS disponibilizou as amostras sintetizadas e devidamente caracterizadas para
serem testadas. Por meio de difratogramas de Raios-X (Figura 11), foram calculados os

tamanhos médios dos cristais.
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Figura 11 — Difratograma de Raios-X dos nanocristais de TiO2
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Fonte: Autor (2016)

De acordo com o LNMIS, os picos de difragdo de Bragg estdo em excelente acordo com o
padrdo de difracdo caracteristico de nano cristais de TiO2 os nanocristais na fase anatase e,
a auséncia de picos adicionais confirma a alta pureza das amostras. Por meio da equagio de
Debye-Scherrer, os tamanhos médios dos nano cristais foram obtidos, sendo de 22 nm e 18

nm para as amostras RRO e R1, respectivamente. O Quadro 1 apresenta esses valores.

Quadro 1 - Tamanho médio dos diametros dos TiO2

Tamanho médio dos nanocristais de TiO2

RRO R1

22 nm 18 nm

Fonte: Autor (2016)

3.1.2 RESINA EPOXI

A resina que foi utilizada da linha de produgdo da empresa Silaex® Quimica Ltda e

envasada pela empresa Avipol Comercial Ltda. O kit adquirido possui a resina epoxi SQ
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2119 e seu endurecedor epoxi SQ 3131, ou seja, € do tipo bi componente. O Quadro 2,

apresenta as caracteristicas da mistura da resina com seu endurecedor.

Quadro 2 — Caracteristicas da mistura

Caracteristicas da mistura de SQ 2119 com endurecedor SQ 3131
Propor¢do de mistura a cada 100g de SQ 2119 | 12 g de endurecedor SQ 3131
Temperatura de manipulagio (°C) 18 a25
Tempo de uso da mistura a 20 °C, 100g 15 minutos
Endurecimento da mistura (100g, 20°C) 40 minutos
Cura total (100 ml, 20 °C, 65% U.R.) 24 horas
Peso especifico da mistura, g/cm? 1,5 +/- 0,05
Vicosidade da mistura, 20 °C 10.000 +-2.000

Fonte: Silaex (2013)

De acordo com o catdlogo do fabricante Silaex® Quimica Ltda, a resina possui as

seguintes caracteristicas:
— facilidade de processamento; baixa exotermia;
— contragdo infima; ndo libera subprodutos;
— excelentes propriedades dielétricas com alta isolagdo;
— resisténcia quimica elevada, especialmente ao intemperismo e umidade;
— estabilidade aos ciclos térmicos;
— excelente adesdo, alta dureza, resistente a impactos, abrasdo e a¢gdes mecanicas;

— e ¢ um polimero termofixo.
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3.1.3 PO DE VIDRO

A amostra de residuo de vidro (denominado neste trabalho pé de vidro) € remanescente do
trabalho de Ribeiro (2015). A amostra coletada foi caracterizada fisicamente por esse

mesmo autor, resultando nas caracteristicas descritas a seguir.

O residuo ¢ um material pulverulento e, tem uma distribui¢do granulométrica com 90% das
particulas com dimensdo inferior a aproximadamente 101,2 um, didmetro médio das
particulas de 19,6 um e 10% das particulas com dimensao inferior a 4,0 um (Figura 12).
Sua superficie especifica € de 282 m?/kg e a massa especifica para o residuo seco ¢ de 2480
kg/m3.

Figura 12 — Curva granulométrica do Residuo de vidro

Superficie Média Ponderada D[3,2]: Vol. Médio Ponderado D[4,3]:
8.583 um 37.733 um
d(0.1):  4.013 um d(0.5):  19.654 um d(0.9):  101.177 um
6 4 100
5
1 80
S
v -1 60
E 3
o
> 5 41 40
2
1 = ZU
8.01 0.1 1 10 100 1000 3008
Didmetro das Particulas (Um)

Fonte: Ribeiro (2015)

3.1.4 MEIOS DE CULTURA

Para o cultivo e crescimento das bactérias fez-se o uso do caldo frypfticase soy broth (TSB)

com adi¢@o de 2% de sacarose e placas de cultivo celular em frypticase soy agar (TSA)
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3.1.5 CEPAS DE MICRO-ORGANISMOS

As cepas foram fornecidas pelo Laboratorio de Microbiologia do Instituto de Ciéncias
Biomédicas (ICBIM) da UFU. Foram utilizadas cepas padrdo de Staphylococcus aureus
(ATCC 25923 icaD+) e uma amostra clinica fornecida gentilmente por Batistdo (2014) de
Staphylococcus aureus, chamada de N 321, para fins de controle positivo e negativo,
respectivamente. Mantidas em freezer a -20 °C, em agar estoque, com adi¢do e 15% de
glicerol, no Laboratorio de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICBIM) da

Universidade Federal de Uberlandia (UFU).

As cepas de Staphylococcus aureus 25923 icaD+ sdo formadoras de biofilme, finalidade
para qual foram escolhidas para este trabalho. Ja as Staphylococcus aureus N 321,
conforme constatado em Batistdo (2014), sdo fracamente formadoras, por isso aqui serdo

usadas como controle negativo.

3.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

No procedimento experimental foi definida a sequéncia de atividades conforme a descri¢io
nos topicos 3.2.1, 3.2.2 e 3.2.3. Iniciava-se com a fabricagdo do composito polimérico
(defini¢do da composi¢do do compdsito e moldagem dos exemplares na forma de
pastilhas), em seguida eram realizados os ensaios microbioldgicos (formagdo de biofilme
in vitro), finalizando-se com a visualizagdo dos biofilmes formados nas superficies dos

exemplares/pastilhas (através da aquisi¢do de imagens por microscopia).

De um modo geral, o programa experimental resultou em quatro etapas sequenciais (Etapa

1,2, 3 e 4), conforme descri¢do a seguir.

A etapa 1 foi um experimento piloto, desenvolvido para a verificagdo do procedimento

experimental e as técnicas aplicadas. Foram produzidos os exemplares (pastilhas) do
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composito (formados por resina epdxi, endurecedor e 10% de TiO2), seguidos pela
experimentacdo microbiologica, propiciando a formag@o ou ndo de biofilmes e, sendo

finalizada com a visualizag¢do da superficie, por meio da microscopia de forga atomica.

Como o resultado da microscopia de forga atdmica ndo foi satisfatério (conforme
discriminado em 4.1), para a etapa 2 houve a troca do tipo de microscopia a ser utilizada, e
assim, foi desenvolvido um segundo teste piloto. Foram produzidos mais exemplares do
composito (mesma composi¢do que da etapa 1), levando-os ao ensaio microbioldgico e

examinando a superficie, através da microscopia eletronica de varredura.

Em seguida, de posse de dois tipos de TiO2 (RRO e R1), a etapa 3 foi realizada para decidir
qual dos didxidos teria o melhor desempenho. Dessa forma, produziram-se exemplares
com os dois tipos de didxido, levando-os aos experimentos microbiologicos e,

posteriormente, a0 microscéopio eletronico de varredura.

Ap6s a realizagdo da etapa 3, adotou-se o TiO2 com melhor desempenho (R1). Na etapa 4,
fabricaram-se os compositos com a adi¢do do p6 de vidro. Nesta etapa, os testes foram
realizados para a verificagdo de qual compoésito com po de vidro apresentava o melhor
desempenho. Consequentemente, produziram-se os exemplares, depois foram realizados os
experimentos microbioldgicos e em seguida a aquisicdo de imagens das superficies dos

exemplares por microscopia eletronica de varredura.

No Quadro 3 sdo discriminadas as etapas descritas anteriormente, dividindo-se por
atividades realizadas na sequéncia do procedimento experimental (Fabrica¢do dos
compositos, ensaio microbioldgico e a visualizagdo dos biofilmes formados), bem quanto

os objetivos especificados para cada uma das etapas.
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Quadro 3 - Etapas do procedimento experimental

ATIVIDADE

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3

Etapa 4

Fabricacio do

Resina epoxi +

10 % de TiO2 +

composito Resina epoxi + 10 % de TiO2 (Amostra RRO e R1) | Po6 de vidro (com
polimérico os teores de 8%,
10% e 12%)
Ensaio .
Formacao de biofilmes in vitro
microbiologico
Aquisigdo de
Visualizacido imagens pela

dos biofilmes

formados

Microscopia
de Forga

Atdmica

Aquisi¢ao de imagens das superficies dos exemplares

(pastilhas) pela Microscopia Eletronica de Varredura

Objetivo das

etapas

Definir o TiO2
Testes piloto do procedimento
com melhor
experimental
desempenho

Analisar qual das
composi¢des
apresenta a
melhor atividade

fotocatalitica

Fonte: Autor (2016)

3.2.1 FABRICACAO DOS EXEMPLARES (PASTILHAS)

Para a producdo dos exemplares, em forma de pastilhas, de resina epoxi, procedeu-se de

modo semelhante ao utilizado por Martins (2013), com algumas modificagcdes. Os

compositos formados t€ém como composi¢do: resina epdxi, TiO2 e po de vidro.
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A fabricag@o se deu em quatro passos. No passo 1, foram determinadas as quantidades de
exemplares a serem produzidos. No passo 2 tratou-se da confec¢do dos moldes, onde os
exemplares seriam formados. No passo 3, definiram-se os teores dos materiais do

composito. E, no passo 4, foram feitas as moldagens dos exemplares.

3.2.1.1 DETERMINACAO DA QUANTIDADE DE EXEMPLARES

A quantidade total de exemplares foi determinada de acordo com a quantidade de amostras

e experimentos.

Para as etapas 1,2 e 3, a quantidade de amostras foram trés, pois dois TiO; foram utilizados
e uma amostra de REFERENCIA, sem TiO2. As nomenclaturas utilizadas para as

amostras, foi de acordo com a sua composi¢ido (Quadro 4).

Quadro 4 - Nomenclatura utilizada para as amostras das etapas 1,2 e 3

Amostras Composicio
RRO Resina epoxi + 10% de TiO: (do tipo RRO)
R1 Resina epoxi + 10% de TiOz (do tipo R1)
REFERENCIA Resina epoxi

Fonte: Autor (2016)

Ja o experimento, variou de acordo com a exposi¢do a iluminagdo (Iluminagdo UV e
escuro) e a cepa utilizada na contaminagdo dos exemplares (Staphylococcus aureus 259323
icaD+ e Staphylococcus aureus N 321), resultando assim em quatro. Os mesmos podem

ser vistos no Quadro 5
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Quadro 5 — Experimentos do ensaio microbiol6gico

Experimento 1 2 3 4
. .| Staphylococcus | Staphylococcus | Staphylococcus | Staphylococcus
Contaminagdo | 55973 jcaD + N 321 25923 icaD + N 321
Exposi¢ao Iluminagdo UV Escuro

Fonte: Autor (2016)

Para cada amostra foram confeccionados trés exemplares. Assim, o numero total de
exemplares produzidos para o ensaio microbioldgico das etapas 1 e 2 resultou da relagdo
de que para cada experimento (total de quatro) foram utilizadas trés amostras e, se para
cada amostra foram trés exemplares, 36 exemplares foi a quantidade determinada para
estas etapas. Como o ensaio microbiologico da etapa 3 foi realizado em duplicata, mas com
o mesmo numero de experimentos e amostras, a quantidade de exemplares para essa

dobrou, passando para 72.

Como a composi¢do dos compositos para a etapa 4 foi modificado, a nomenclatura das

amostras e sua quantidade também. O numero de amostras passou a ser quatro (Quadro 6).

Quadro 6 - Nomenclatura utilizada para as amostras da etapa 4

Amostras Composicio
g Resina epoxi + 10% de TiO2 (R1) + 8% de
p6 de vidro
10 Resina epoxi + 10% de TiO2 (R1) + 10% de
p6 de vidro
12 Resina epoxi + 10% de TiO2 (R1) + 12% de
p6 de vidro
REFERENCIA Resina epoxi

Fonte: Autor (2016)
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Para o ensaio microbiologico da etapa 4 foi considerado apenas o experimento 1, que pode
ser visto no Quadro 5. Da mesma forma que nas etapas anteriores, a quantidade de
exemplares produzidos foi de trés por amostra. Com quatro amostras € um experimento, na
etapa 4, o nimero de exemplares produzidos foi 12. Contudo, nesta etapa, o ensaio
microbiologico foi realizado em triplicata, passando o numero de exemplares para o total

de 36.

3.2.1.2 CONFECCAO DO MOLDE DOS EXEMPLARES

Para a confec¢do dos moldes para a moldagem dos exemplares, fez-se necessario definir o
didmetro e o formato dos mesmos. A limitagdo a dimensdo e o formato geométrico dos
exemplares, foram impostos pela dimens3o dos pogos da microplaca (também chamada de
microplaca de titulagdo, a microplaca ¢ uma placa plana que possui pogos que sdo usados

para cultura celular).

As microplacas adotadas para os ensaios microbiologicos, sdo de 24 pogos, estéreis, com
tampa e fundo chato. Essas, possuem pog¢os com didmetros de ¢15,6 mm. Os pogos das
microplacas, durante o ensaio microbiologico, sdo preenchidos com meio de cultura

contaminado com as cepas e os exemplares dos compositos.

Desse modo, para que fosse possivel manipular os exemplares dentro dos pogos, os
didmetros adotados para os mesmos, foram de 13 mm (menor que o didmetro dos pogos
das microplacas). Com isso definido, prosseguiu-se para a constru¢do da forma para a

confec¢do do molde dos exemplares (pastilhas).

Construiu-se uma forma em madeira, no formato retangular (12,0 cm x 10,0 ¢cm), no qual
foram colados, com uma cola epdxi, botdes artesanais de plastico, com dimensdes médias
de didmetro de 13 mm e espessura de 1,5 mm, para formarem as cavidades que seriam
preenchidas com os compositos para moldagem dos exemplares. Na Figura 13 ilustram-se

com duas imagens (a e b) a configuracdo da forma.
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Figura 13 - Fabricagdo da forma do molde

(b)

Fonte: Autor (2016)

Com o “silicone azul”, fabricou-se o molde para os exemplares. O silicone azul ¢ do tipo bi
componente que, apos a mistura com um catalisador, adquire a consisténcia necessaria para
sua utilizagdo; apos o periodo de 24 horas de cura, obtém-se o molde. Foram fabricados
cinco moldes. Na Figura 14 (a) pode-se visualizar o silicone azul dentro do molde, e na

Figura 14 (b) o molde pronto para moldar os doze exemplares.

Figura 14 — Preparagdo dos moldes dos exemplares

(b)

Fonte: Autor (2016)

3.2.1.3 DEFINICAO DA COMPOSICAO DOS COMPOSITOS

Neste trabalho, os constituintes dos compdsitos foram utilizados para moldar exemplares
que constituiram o substrato no qual foram realizados os ensaios microbioldgicos e as

microscopias.
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Nas etapas 1, 2 e 3, os compésitos foram preparados pela mistura entre a resina epoxi e os
dioxidos de titanio (RRO e R1). O teor de dioxido de TiO: foi definido tendo como
REFERENCIA o trabalho de Martins (2013), no qual o autor verificou que o teor que
melhor respondeu a atividade fotocatalitica foi o que continha 10% de TiO:2 referido a

massa do compdsito.

Ja na etapa 4, adotou-se a composi¢do considerada de melhor desempenho por Martins
(2013), constituida por resina epoxi, 10%, em massa de TiO2 e 10%, em massa de po de
vidro. A diferencga entre esta composi¢do e as outras das etapas 1, 2 e 3, € a introdugdo do

p6 de vidro nas porcentagens de 8%, 10% e 12%.

Alguns cuidados foram tomados na preparagdo das misturas, atendendo as recomendagdes
do fabricante (mistura do bi componente), como a dosagem dos materiais (resina +
endurecedor) e o controle do tempo de manipulagdo. Apds a mistura dos componentes, o
composito era aplicado no molde de silicone (molde dos exemplares), permanecendo até a
sua cura completa (de acordo com o fabricante 24 h). Posteriormente a esse periodo os

exemplares foram removidos dos moldes.

Foram moldados também, para todas as etapas, exemplares de REFERENCIA, feitos
apenas de resina, sem adi¢do de TiO2 ou pé de vidro, isto é, os exemplares foram formados

por resina e seu catalisador somente.

3.2.1.4 MOLDAGEM DOS EXEMPLARES

A moldagem dos exemplares foi feita no Laboratério de Materiais e Técnicas de

Construgio Civil da Faculdade de Engenharia Civil da UFU.
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Com todos os produtos e equipamentos necessarios e, os teores decididos, iniciou-se a
fabricacdo dos exemplares. Por meio de um recipiente, pesou-se separadamente, em

balanga eletrénica de precisdo, a resina epoxi, o endurecedor, o TiO2 e o p6 de vidro.

Como recomendagdo do fabricante da resina, a cada 100 mL de resina, misturam-se 12 mL
de endurecedor. O endurecedor € utilizado como um catalisador, aumentando a velocidade

da cura do material.

A sequéncia de mistura procedeu-se da seguinte maneira: primeiro pesava-se a resina em
um recipiente separado e, em seguida, pesava-se o TiO2 e o mesmo ja era adicionado ao
recipiente que continha a resina. Com isso, ganhava-se tempo para a homogeneizacdo, sem
se preocupar com o tempo de cura. Quando se percebia que a mistura ja se encontrava

visualmente homogénea, pesava-se e adicionava-se o endurecedor a mistura.

Nesse momento € que se tinha uma preocupagdo quanto ao tempo de manipulagdo e o
endurecimento da mistura (Figura 15). Misturava-se entdo, por 1 a 2 minutos e, ja aplicava
o material nos moldes de silicone. Cada teor de mistura foi moldado de modo independente
e, os moldes foram marcados (no canto inferior direito) para a identificac¢do e diferenciagio

de cada um dos exemplares.

Figura 15 - Exemplares dispostos em seus moldes no tempo de cura

Fonte: Autor (2016)
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Especificamente para a etapa 4, o pé de vidro era pesado e misturado apds a adigdo e
mistura de TiO2 e antes do endurecedor, o que também fazia com que se ganhasse um

tempo maior de manipulagio para homogeneizagdo das misturas.

Com os exemplares prontos, seguia-se para o ensaio microbiologico.

3.2.2 ENSAIOS MICROBIOLOGICOS

Os ensaios microbiologicos foram realizados apos a confecgdo dos exemplares. Utilizou-se
a estrutura do Laboratorio de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da UFU

para proceder a formagéo de biofilmes.

3.2.2.1 ESTERILIZAGCAO

Para um ensaio microbioldgico, os materiais a serem utilizados devem ser estéreis, de
modo que ndo exista contaminagdo de outros micro-organismos. Todos os materiais foram
lavados, enxugados e empacotados para esterilizacdo em autoclave. O procedimento de

esterilizagdo foi o de rotina utilizado no laboratorio de microbiologia.

3.2.2.2 EXPERIMENTOS REALIZADOS NO ENSAIO MICROBIOLOGICO

Para as etapas 1, 2 e 3, o ensaio microbiologico resultou em quatro experimentos, dois
devido aos tipos de contaminagdes bacteriologicas diferentes (Staphylococcus aureus
25923 icaD+ e Staphylococcus aureus N 321) e, outros dois quanto as exposi¢des
(iluminagdo UV e no escuro). A Figura 16 ilustra a divisdo desses experimentos. O ensaio,

nessas etapas, foi realizado em duplicata.
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Figura 16 - Divisdo dos experimentos do ensaio microbiologico

Exemplares Ensaio
(pastilhas) Microbiologico

Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3 Experimento 4

Staphylococcus Staphylococcus Staphylococcus
25923 icaD + 25923 icaD + N 321

Staphylococcus
N 321

Iluminagao UV Escuro Iluminagdo UV Escuro

Fonte: Autor (2016)

Na etapa 4, o ensaio microbiologico foi realizado em triplicata e o experimento realizado
foi apenas o Experimento 1. O experimento foi feito apenas com a contaminagdo dos
exemplares utilizando a Staphylococcus aureus 25923 icaD+ e exposi¢do a iluminagdo

UV.

Para cada experimento realizado no ensaio microbioldgico, foram formados biofilmes

conforme se especifica em 3.2.2.3.

3.2.2.3 FORMAGCAO DOS BIOFILMES

O protocolo utilizado para o teste de formacgdo de biofilmes in vifro foi semelhante ao

utilizado em Cerca ef al (2005), com algumas modificagdes.
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O teste de formacdo de biofilmes in vitro foi feito a partir da ativagdo das cepas dos micro-
organismos, crescimento das bactérias e finalmente a sua formagdo, conforme € descrito a

seguir.

Para a ativagdo dos micro-organismos, das cepas de controle positivo e negativo de
Staphylococcus aureus (ATCC 25923 icaD+ e N 321, respectivamente), utilizou o caldo
Trypticase Soy Broth (TSB) e placa de Trypic Soy Agar (TSA), conforme as instrugdes do

fabricante.

As cepas em estoque, congeladas, foram retiradas dos freezers e mantidas a temperatura
ambiente, para descongelamento. Utilizando-se de uma alga bacteriologica, transferiu-se as
amostras para dois tubos, contendo 3 mL de caldo estéril de TSB e 2% de sacarose. Os
tubos foram incubados em uma estufa, por um periodo de 24 h a temperatura de 37 °C. Na
Figura 17 apresenta-se a imagem dos tubos de ensaio, com o caldo e as bactérias, apos

serem retirados da estufa.

Figura 17 - Tubos contendo caldo de TSB e 2% de sacarose

Fonte: Autor (2016)
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Apos esse periodo, com o auxilio de uma alga bacteriana, transferiu-se as amostras das
bactérias cultivadas no caldo, para uma placa de TSA, para que houvesse um novo
crescimento das bactérias e a formagdio das colonias isoladas. As placas de TSA,
devidamente identificadas, foram colocadas em uma estufa a 37 °C, por um periodo de 24
h. Posteriormente, com a retirada das placas da estufa, identificou-se visualmente a
formac@o das colonias das bactérias na superficie da placa de TSA, conforme ilustrado na

Figura 18.

Figura 18 - Placas de TSA com colodnias formadas

Fonte: Autor (2016)

Na sequéncia, com a utilizagdo de uma al¢a bacterioldgica, foram tomadas coldnias
bacterianas para suspende-las em uma solug@o salina, até se obter uma turbidez compativel

com a escala 0,5 de McFarland.

Em seguida, para a formagdo dos biofilmes, foram transferidos 2,0 mL de TSB para os
pogos das placas de cultivo, suplementado com 2% de sacarose. Também foi adicionado
0,1 mL de suspencgdo das amostras de Staphylococcus aureus contendo = 1 x 10® UFC
(suspencdo bacteriana em solucgdo salina, compativel com a escala 0,5 de McFarland). Em
seguida, os exemplares (pastilhas) do teste, foram adicionadas aos pogos das placas. Ja
para o crescimento do biofilme, as placas de cultivo foram levadas a uma estufa

bacteriologica (Figura 19) a 37 °C, por um periodo de 48 h.
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Figura 19 - Microplacas posicionadas na estufa

Fonte: Autor (2016)

Durante o periodo em que as microplacas com os exemplares ficaram na estufa, para as
etapas 1, 2 e 3, foram utilizadas duas estufas, onde uma microplaca ficou exposta a uma
iluminagdo de uma lampada Ultravioleta (conforme pode ser vista na parte superior da
Figura 19), com o comprimento de onda de 350 nm, com a inten¢cdo de provocar a
fotocatalise nos compositos; e, uma outra microplaca ficou em uma estufa sem iluminagao,
de forma a ser o controle em rela¢do a ilumina¢do. Ambas, sob as mesmas condi¢des de

temperatura e periodo de cultivo.

Ja para a etapa 4, a exposi¢do ocorreu para trés microplacas (ensaio em triplicata), apenas

expostas a iluminagdo UV.

Em relagdo as etapas 1, 2 e 3, utilizou-se a cepa de Staphylococcus aureus N 321 como
controle negativo, ou seja, para cada amostra de controle positivo tinha-se uma de controle
negativo. Para a etapa 4, utilizou-se apenas as cepas de controle positivo de

Staphylococcus aureus ATCC 25923 icaD+.

Ap0s esse periodo, as amostras foram levadas para avaliacdo da formagdo de biofilmes,

por meio da microscopia eletronica de varredura.
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3.2.3 AVALIACAO DA FORMACAO DE BIOFILMES

Para a avaliag@o da formacgdo dos biofilmes, se fazia necessario o preparo dos exemplares
(pastilhas), para sua visualizagdo no microscopio. Ainda no laboratério de microbiologia,
os exemplares, quando retirados dos pogos das microplacas de cultura, eram lavados com

solugdo salina.

Antes de as amostras serem levadas para o microscopio eletrénico de varredura (MEV),
seguia-se o protocolo de processamento de amostras para MEV, indicado pelo Instituto de

Biociéncias da Universidade Estadual Paulista (UNESP), com algumas modificagdes.

Fixou-se exemplares em glutaraldeido 2,5% em tampéo fosfato 0,1M com pH 7,3 por 2
horas. As amostras foram lavadas em agua destilada e levadas a desidratacdo em série
crescente de alcool etilico em 30; 50; 70; 80; 90 e 100%, por um periodo de 15 minutos em

cada, repetindo apenas uma vez, com o teor de 100%.

Ap0s a desidratacdo, as amostras foram levadas ao laboratério de microscopia eletronica
de varredura e metalizadas com ouro (Figura 20). Com as amostras metalizadas, fez-se a

microscopia.

Figura 20 — Exemplares metalizados com ouro

Fonte: Autor (2016)
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Para a avalia¢do da formacdo de biofilmes nos compositos estudados, quatro laboratérios
foram utilizados. O primeiro (utilizado para a etapa 1), do instituto de fisica da UFU, foi
utilizado para a realizagdo da microscopia de for¢a atdmica. As imagens aqui obtidas ndo
foram conclusivas. Acredita-se que devia ser aplicada uma técnica de preparo das

amostras.

O segundo laboratorio foi o Laboratorio Multiusudrio de Microscopia (LMM) do Instituto
de Engenharia Quimica da UFU. As etapas 2 e parte da 3, utilizaram o microscopio
eletronico de varredura deste laboratorio. Entretanto, apos a realizagdo da duplicata do
ensaio microbiologico da etapa 3, o equipamento do laboratorio encontrou-se indisponivel,

pois o mesmo encontrava-se danificado.

Assim, a aquisi¢do de imagens por microscopia eletronica de varredura para finalizar a
etapa 3, foi feita no Laboratério Ensino Pesquisa e Usinagem (LEPU) da Faculdade de
Engenharia Mecanica da UFU.

Para a etapa 4, a aquisi¢@o de imagens foi feita no Laboratério de Pesquisa Multiusuario do
Instituto de Quimica da UFU, pois o microscopio eletronico de varredura do LEPU,

encontrava-se em manuten¢do, indisponivel aos usuarios.

Ressalta-se que dificuldades foram encontradas para a utilizagdo desses equipamentos.
Tanto por conciliagio de agendamentos entre laboratorios e a disponibilidade do

equipamento.
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CariTuLo 4

REsuLTtapos E ANALISES

Nesse capitulo sdo apresentados os resultados obtidos com o procedimento experimental.
Para facilitar a compreensdo e a descrigdo dos resultados, serdo divididos em 4 etapas (as

mesmas discutidas em 3.2 e ilustradas no Quadro 3).

Os resultados obtidos pelo procedimento experimental foram avaliados de modo
qualitativo, tendo em vista que através das imagens obtidas ndo foi possivel fazer uma

avaliag@o quantitativa.

As imagens mostradas aqui, sdo de alguns exemplares escolhidos para a analise. Todas as

imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura estdo no Apéndice A.

As nomenclaturas utilizadas para as amostras testadas, foram dadas de acordo com a sua

composig¢do, conforme em 3.2.1.1.
4.1 ETAPA1

Na etapa 1, foram produzidos um total de 36 exemplares, conforme ¢ apresentado Quadro

7.



Capitulo 4 — Resultados e Analise 79

Quadro 7 — Etapal: composi¢do das amostras e quantidade de exemplares

.. N° de Exemplares por Experimento
Amostra Composicio
1 2 3 4
Resina epoxi + 10% de Ti0O2
RRO (do tipo RRO) 3 3 3 3
Resina epoxi + 10% de Ti0O2
Ri (do tipo R1) 3 3 3 3
REFERENCIA Resina epoxi 3 3 3 3

Fonte: Autor (2016)

Nao se utilizou nenhuma identificacdo na superficie dos exemplares. Os mesmos, apds a
sua producdo, foram guardados em recipientes separados e identificados. Os exemplares
foram levados ao Laboratério de Novos Materiais Isolantes e Semicondutores (LNMIS) do
Instituto de Fisica da UFU, para a obten¢do de imagens por meio da microscopia de forga

atdmica.

Segundo indicagdo do laboratorio LNMIS, as amostras ndo precisavam de preparo para a

aquisi¢do de imagens pelo microscopio de forga atdomica.

Durante a microscopia, constatou-se que a superficie se modificava de campo para campo
microscopico. Na maioria dos casos, as bactérias até se apresentavam deformadas, por
causa movimento do microscopio na superficie dos exemplares. Desse modo, viu-se que o
mesmo ndo estava sendo satisfatorio. A aquisi¢do imagens por meio da microscopia de
forca atdmica, como a Figura 21, ocorria com grandes dificuldades, pois ao caminhar com
a ponta do equipamento sobre a superficie, a ponta afetava os micro-organismos

modificando as imagens e impossibilitando sua leitura correta.
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Como as 1imagens ndo foram satisfatorias, foram escolhidas i1magens da amostra
REFERENCIA para exemplificagio. As imagens apesentadas na Figura 21, sdo da
superficie de um exemplar da amostra REFERENCIA, apés esta ter sido submetido aos
ensaios microbiologicos (iluminada pela luz UV). As regides circuladas, sdo locais

destacados para evidenciar a presenga de micro-organismos na superficie do exemplar.

Figura 21 — Imagens da superficie do exemplar da amostra REFERENCIA obtidas no

Microscopio de Forga Atdmica

247
[um]

0.00 000
10.00 um 20.00 x 20.00 um 20.00%20.00[um] Z 0.00 - 2466.09 [nm]

(© (d)

640.25
[nm]

5.00 um 10.00 % 10.00 um 9.00 10.00%10.00 [um] 7 0.00 - £40.25 ]

Fonte: Autor (2016)

Na Figura 21(a), na regido marcada como A, nota-se um acumulo de micro-organismos,
entretanto, a técnica nio favoreceu uma identificacdo de forma clara. Ja na Figura 21(c), na

regido C, identificam-se elevagdes na superficie, que se assemelham a tipologia de
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bactérias, entretanto, os formatos indicam que nao sdo Staphylococus aureus. As imagens
(b) e (d), sdo as mesmas que (a) e (¢), entretanto mostrando as elevagdes da superficie. As

regides B e D, sdo as mesmas que A e C, respectivamente.

Devido as dificuldades de obtengdo das imagens por microscopia de forga atdmica e a
alteragdo da superficie dos exemplares, optou-se por utilizar os testes seguintes na

microscopia eletronica de varredura para a etapa 2.

4.2 ETAPA2

Nesta etapa, a aquisi¢do de imagens foi feita por microscopia eletrénica de varredura.
Conforme observado nos resultados da etapa 1, as imagens fornecidas ndo foram

satisfatorias para a pesquisa.

Do mesmo modo que na etapa 1, na etapa 2 foram produzidos trinta e seis exemplares,

conforme ilustrado no Quadro 7.

Os exemplares produzidos e preparados, conforme descrito em 3.2, foram levados ao
Laboratério Multiusuario de Microscopia (LMM) da Faculdade de Engenharia Quimica da
UFU, para a obtencdo das imagens pela microscopia eletronica de varredura. As imagens

sdo apresentadas na Figura 22.

Diferentemente das imagens obtidas pela microscopia de for¢a atdmica, representada na
Figura 21, os micro-organismos puderam ser facilmente vistos na superficie do exemplar,

como se observa na Figura 22.

Como era um teste piloto para verificar se o preparo adotado para as amostras foi

satisfatorio, foi escolhido apenas um exemplar da amostra REFERENCIA para a
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microscopia eletronica de varredura. Se o resultado fosse satisfatério, prosseguir-se-ia com

o restante dos exemplares das amostras, no preparo e analises.

Sendo assim, na Figura 22, apresentam-se imagens da superficie de um exemplar da

amostra REFERENCIA (etapa 2).

Figura 22 - Microscopia eletronica de varredura do exemplar 3 da amostra de
REFERENCIA da etapa 2

(a) (b) (©

Fonte: Autor (2016)

Os pontos e tragos mais claros, dentro dos circulos da Figura 22 (a), sdo micro-organismos.
Na Figura 22 (b) vé-se uma grande aglomerac¢do dos mesmos. Como se percebe na Figura
22 (c), com magnificacdo ampliada, os micro-organismos formados na superficie do
exemplar ndo possuem formas esféricas, sendo mais assemelhadas a bastdes ou bacilos,
diferentemente do que € dito Santos ef al (2007), que a Staphylococcus aureus ¢ uma
bactéria esférica e pode apresentar-se de formas diferentes, que v@o desde isolados, aos
pares, em cadeias curtas, ou agrupados irregularmente (se assemelhando a um cacho de

uvas).

Esse fato permitiu concluir que os micro-organismos nas imagens ndo sdo Staphylococcus
aureus, objeto dessa pesquisa, pois a caracteristica geométrica seria esférica e ndo as
encontradas. Desse modo, acreditou-se que as cepas utilizadas poderiam estar

contaminadas. Mediante a realizagdo de ensaios no laboratorio de microbiologia,
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comprovou-se que as cepas utilizadas estavam contaminadas, no entanto ndo foi objeto de

investigagdo o tipo de contaminagio.

Apesar de ter sido identificada uma contaminagdo nas cepas utilizadas, as imagens
formadas na microscopia eletronica foram satisfatorias e mostraram que o procedimento de
preparo das amostras foi adequado. Com isso, decidiu-se que a microscopia a ser utilizada
seria a microscopia eletronica de varredura. Assim, foram isoladas novas cepas de

Staphylococcus aureus para prosseguir para a etapa 3.

4.3 ETAPAJ

Nesta etapa, os exemplares (pastilhas) foram definitivamente testados, com o objetivo de

determinar qual dos TiO2 (RRO e R1) teria melhor desempenho fotocatalitico.

Na etapa 3, o ensaio microbiologico foi realizado em duplicata. Assim, foram produzidos
36 exemplares/pastilhas para o 1* ensaio e 36 para a duplicata, totalizando, entdo, 72
exemplares. No Quadro 8, estdo discriminadas as amostras, a composi¢do e quantidade de

exemplares por ensaio microbiologico.

Quadro 8 — Etapa 3: composi¢do das amostras e quantidade de exemplares

.. N° de Exemplares por Experimento
Amostra Composicio
1 2 3 4
Resina epoxi + endurecedor +
RED 10% de TiO2 (do tipo RRO) ® 3 ? 3
Resina epoxi + endurecedor +
Rl 10% de TiO2 (do tipo R1) 3 3 3 3
REFERENCIA | Resina epoxi + endurecedor 3 3 3 3

Fonte: Autor (2016)
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Com o término dos ensaios microbiologicos, foram realizadas as microscopias. Para a
realizagdo das microscopias, os exemplares foram levados ao LMM. Devido a problemas
de manutengdo do equipamento do LMM, para a duplicata, os exemplares foram levados
ao Laboratério Ensino Pesquisa e Usinagem (LEPU) da UFU, pois o microscopio
eletronico de varredura do LMM ficou indisponivel. Por isso, perceber-se-a a diferenca nas

imagens das microscopias geradas (Quadro 9 ao Quadro 16).

4.3.1 EXPERIMENTO 1 - CONTAMINACAO POR STAPHYLOCOCCUS AUREUS 25923

ICAD+ - EXPOSICAO A ILUMINACAO UV

No Quadro 9 apresentam-se imagens dos exemplares das amostras apos o ensaio
microbiologico com a Staphylococcus aureus 25923 icaD+, quando expostos a uma

iluminagdio UV. Os mesmos estdo divididos por amostras (RRO, R1 e REFERENCIA).

As imagens (a), (b) e (c) do Quadro 9, foram obtidas por microscopia eletronica de
varredura, com uma magnificacdo de 300 vezes. Ja as imagens (d), (e) e (f), obtidas da

mesma forma, sdo apresentadas em magnificagdo de 2500 vezes.

Como se percebe, nas imagens (a) e (b) do Quadro 9, as superficies apresentam
caracteristicas bem semelhantes, diferentemente da imagem (c), a qual apresenta uma
topografia com elevagdes maiores e mais arredondadas do que as imagens (a) e (b). Isso
indica que na imagem (c) tem-se uma maior formagdo de biofilme, do que em (a) e (b). O

mesmo pode ser visto nas imagens de magnificagdo maior ((d), (e) e (f), do Quadro 9).

Pelas imagens (d), (e) e (f), do Quadro 9, percebe-se que em (d) e (e) existem regides mais
independentes, vé-se espacos entre as aglomeragdes das bactérias. Isso pode ser visto nas
regides marcadas por “A”, “B”, “C” e “D”, dentro dos circulos. Ja em (f), a superficie

parece mais homogénea, conforme as regides circulares “E” e “F”.
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Quadro 9 — Imagens da microscopia eletronica de varredura do exemplar 3 contaminado
com Staphylococcus aureus 25923 icaD+ (1° Ensaio)

Hluminacio UV - Exemplar 3

REFERENCIA

(c)

L) A S

Staphylococcus aureus 25923 icaD+

Fonte: Autor (2016)

Dentre todas as imagens apresentadas no Quadro 9, a amostra RRO, foi a que apresentou
menor variacdo de elevacdo em sua superficie. Acredita-se assim, que os biofilmes
formados nesse exemplar, sejam menos espessos devido as descontinuidades apresentadas

na superficie.

Tal fato pdde ser confirmado, quando o ensaio foi repetido, conforme pode ser visto na
imagem (a) do Quadro 10, dentro dos circulos, onde essas regides sdo destacadas,

apresentando uma maior descontinuidade e menor quantidade de biofilmes formados.

Comparando as imagens (b) e (¢), do Quadro 10, nota-se que o exemplar da amostra R1
teve um desempenho inferior ao da amostra de REFERENCIA, se tratando da continuidade

do biofilme. Entretanto, acredita-se que sua espessura seja menor.
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Quadro 10 — Imagens da microscopia eletronica de varredura do exe

mplar 1 contaminado

com Staphylococcus aureus 25923 icaD+ (Duplicata)

Hluminacio UV - Exemplar 1

R1

REFERENCIA

(b)

(c)

&,

Staphylococcus aureus 25923 icaD+

Fonte: Autor (2016)

As imagens (a), (b) e (c) do Quadro 10, sdo imagens obtidas por microscopia eletrénica de

varredura, com uma magnificacdo de 300 vezes. Ja as imagens (e)
por microscopia, sdo apresentadas em magnificagcdo de 2 000 vezes,

qual € de magnificagcdo de 2 500 vezes.

e (), também obtidas

com exceg¢do da (d), a

Neste experimento nota-se entdo, uma leve vantagem no uso do didéxido, onde no primeiro

e no segundo ensaio, as amostras RRO obtiveram melhor desempen

ho. E, em relagdo aos

diferentes tipos de didxidos usados, o RRO se saiu melhor que o R1, em ambos os ensaios.
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4.3.2 EXPERIMENTO 2 - CONTAMINACAO POR STAPHYLOCOCCUS AUREUS N 321

- EXPOSICAO A ILUMINACAO UV

O Quadro 11 apresenta imagens dos exemplares das amostras apds o ensaio
microbiologico com a Staphylococcus aureus N 321, quando expostos a uma iluminagdo

UV. Os mesmos estio divididos por amostras (RR0, R1 e REFERENCIA).

Quadro 11 — Imagens da microscopia eletrénica de varredura do exemplar 3 contaminado
com Staphylococcus aureus N 321 (1° Ensaio)

Hluminacio UV - Exemplar 3

R1 REFERENCIA

)

Staphylococcus aureus N 321

Fonte: Autor (2016)

As imagens (a), (b) e (c) do Quadro 11, sdo imagens obtidas por microscopia, com uma
magnificagdo de 300 vezes. Ja as imagens (d), (e) e (f), também obtidas por microscopia,

sdo apresentadas em magnificagdo de 2 500 vezes.
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Conforme observa-se no Quadro 11, as imagens (a), (b) e (c), ndo apresentam muitas
diferencgas quanto a formacao de biofilmes. Também nas imagens (d), (e) e (f), nota-se um
menor espalhamento das bactérias sobre a superficie dos exemplares, diferentemente do

observado pelas imagens (d), (e) e (f) do Quadro 9, onde houve a formagao dos biofilmes.

Os exemplares do Quadro 11, foram contaminados com a Staphylococcus aureus N 321.
Essa bactéria, de acordo com Batistdo (2014), € ndo formadora ou fracamente formadora

de biofilme. Por isso, foram diferentes das apresentadas no Quadro 9.

A imagem (e), do Quadro 11, apresenta a imagem da microscopia do exemplar da amostra
R1. Identifica-se, através desta, que houve uma menor ocupacdo de sua superficie pelas
bactérias, em relacdo aos exemplares das amostras RRO e REFERENCIA que, de acordo

com as imagens (d) e (f), mostraram-se com um desempenho proximo.

Tal fato ¢ evidenciado pelas regides marcadas em cada uma das imagens ((d), (e) e (f) do
Quadro 11) pelos circulos. Dentro dos circulos, consegue-se visualizar que em (e), tem-se

menos micro-organismos que em (d) e (f).

O mesmo pode ser visto, quando o ensaio foi repetido. Os exemplares das amostras R1,
tiveram melhor desempenho e as bactérias proliferaram raramente em sua superficie. As

imagens s@o vistas no Quadro 12.

Nas imagens (a), (b) e (c) do Quadro 12, quase ndo se percebe a presenga de bactérias na
superficie dos exemplares. Entretanto, ao se observar as regides em destaque, nas imagens
(d), (e) e (), verifica-se que os exemplares apresentam as mesmas caracteristicas que as

regides em destaques mostradas nas imagens do Quadro 11.
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Quadro 12 — Imagens da microscopia eletrénica de varredura do exemplar 1 contaminado
com Staphylococcus aureus N 321 (Duplicata)

Huminacéiio UV - Exemplar 1

RRO R1 REFERENCIA

@ | (b) I R

Staphylococcus aureus N 321

Fonte: Autor (2016)

Nota-se que, principalmente nas imagens (b) e (e), do Quadro 12, tiveram algumas
manchas escuras. Nao se descobriu o motivo do surgimento das mesmas, mas acredita-se

que sdo orificios da superficie do exemplar.

Devido as imagens geradas pelas microscopias, pdde-se observar a eficacia do dioxido no
caso desses ensaios. As amostras R1, obtiveram desempenho satisfatério em ambos os
ensaios e, as amostras que continham o dioxido, mostraram-se mais eficazes do que a

amostra de REFERENCIA.
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4.3.3 EXPERIMENTO 3 - CONTAMINACAO POR STAPHYLOCOCCUS AUREUS 25923

ICAD+ - -EXPOSICAO AO ESCURO

O Quadro 13 apresenta imagens dos exemplares das amostras apds o ensaio
microbiologico com a Staphylococcus aureus 25923 icaD+, quando expostos ao escuro. Os

mesmos estdo divididos por amostra (RRO, R1 e REFERENCIA).

As imagens (a), (b) e (c) do Quadro 13, sdo imagens obtidas por microscopia, com uma
magnificagdo de 300 vezes. J& as imagens (d), (e) e (f), também obtidas por microscopia,

sdo apresentadas em magnificagdo de 2 500 vezes.

Quadro 13 — Imagens da microscopia eletrénica de varredura do exemplar 1 contaminado
com Staphylococcus aureus 25923 icaD+ (1° Ensaio)

Escuro - Exemplar 1

REFERENCIA

Staphylococcus aureus 25923 icaD+

Fonte: Autor (2016)
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Diferentemente quando expostas na iluminag¢do UV, aqui, as imagens (a) e (b) do Quadro

13, mostram que as superficies apresentam caracteristicas diferentes da imagem (c).

Conforme se vé, nas imagens (a) e (b) do Quadro 13, os exemplares tiveram um
desempenho semelhante. Ja na imagem (c), nas regides destacadas pelos circulos, percebe-
se uma ruptura de uma camada na superficie, o que pode ser melhor evidenciado pelas
elipses na imagem (f). Essa camada, ao que tudo indica, se assemelha com a formagdo de

uma substancia polimérica extracelular, substancia na qual € produzida por biofilmes.

Com as regides destacadas em (d) e (e) (Quadro 13), nota-se que a amostra R1 teve um
desempenho melhor que a RRO, pois em (e) se tem regides com auséncia de bactérias,

diferentemente do que em (d).

Essa mesma percepgdo ndo pode ser facilmente observada, quando o ensaio foi repetido.
No Quadro 14 sdo apresentadas as imagens referentes ao segundo ensaio dessa mesma

exposic¢ao.

As imagens (a), (b) e (¢) do Quadro 14 apresentam-se com distingdo. A imagem (a) com
descontinuidade na topografia. A imagem (b) com descontinuidades, mas menos que em
(a). Ja a imagem (c), apresenta uma superficie mais homogénea. Por essas observagoes,

indicam que a amostra que teve um melhor desempenho no segundo ensaio, foi a RRO.

Entretanto, ao se observar as imagens (d), (e) e (f) do Quadro 14, percebe-se que apesar de
a superficie da amostra RRO (a), apresentar mais descontinuidades nos biofilmes do que na
amostra R1 (b), em (d) se percebe que a camada de biofilme formada na superficie em (a) ¢

mais espessa que a formada em (b).

Isso se evidencia, ao observar a imagem (e) do Quadro 14, onde, nas regides marcadas,
identificam-se trechos da superficie do exemplar a mostra, diferente do que se vé nas
regides destacadas das imagens (d) e (f). Na imagem (d) ainda se consegue ver a
superficie, mas devido ao sombreamento gerado, acredita-se que essa seja mais espessa

que em (e). Ja em (f) se observa apenas algumas pequenas descontinuidades na superficie.
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Quadro 14 — Imagens da microscopia eletrénica de varredura do exemplar 3 contaminado
com Staphylococcus aureus 25923 icaD+ (Duplicata)

Escuro - Exemplar 3

REFERENCIA

(c)

Staphylococcus aureus 25923 icaD+

Fonte: Autor (2016)

Isso evidencia que, para esse experimento a amostra R1 teve o melhor desempenho em
relagdo a espessura da formagdo dos biofilmes, entretanto, quanto as descontinuidades, a

amostra RRO foi melhor.

4.3.4 EXPERIMENTO 4 - CONTAMINACAO POR STAPHYLOCOCCUS AUREUS N 321
- EXPOSICAO AO ESCURO

O Quadro 15 apresenta imagens dos exemplares das amostras apds o ensaio
microbiolégico com a Staphylococcus aureus N 321, quando expostos ao escuro. Os

mesmos estdo divididos por amostras (RRO, R1 ¢ REFERENCIA).
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As imagens (a), (b) e (c) do Quadro 15, sdo imagens obtidas por microscopia, com uma
magnificagdo de 300 vezes. J& as imagens (d), (e) e (f), também obtidas por microscopia,

sdo apresentadas em magnificagdo de 2 500 vezes.

Quadro 15 — Imagens da microscopia eletrénica de varredura do exemplar 3 contaminado
com Staphylococcus aureus N 321 (1° Ensaio)

Escuro - Exemplar 3

REFERENCIA

Staphylococcus aureus N 321

Fonte: Autor (2016)

Como pode ser observado pelas imagens (a), (b) e (¢) do Quadro 15, os exemplares
tiveram um desempenho proximo. A diferenca s6 pode ser observada na imagem (f), por
meio da amostra REFERENCIA que apresentou mais bactérias do que as amostras RRO e
R1. Também se percebe, nas regides em destaque das imagens (d), (e) e (f) do Quadro 15,
que a amostra RRO apresentou melhor desempenho por apresentar menor densidade

bacteriana.
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Quando repetido o ensaio, foi constatado de modo diferente. Conforme se observa no
Quadro 16, pelas imagens (d), (e) e (f), nota-se que o desempenho das amostras R1 foram

melhores do que as RRO.

Quadro 16 — Imagens da microscopia eletrénica de varredura do exemplar 1 contaminado
com Staphylococcus aureus N 321 (Duplicata)

Escuro - Exemplar 1

RRO R1 REFERENCIA

a (b) | ©

Staphylococcus aureus N 321

Fonte: Autor (2016)

Para esta fase do ensaio, acredita-se que a amostra R1 tenha tido um desempenho superior,
devido a proximidade com a RRO no primeiro experimento e, quando repetido, tendo sido

encontrado um desempenho melhor que a RRO.

Esse melhor desempenho da amostra R1, pode ser explicado por Maranhao (2009), o qual
cita que as particulas devem ser nanométricas e que, a efetividade da fotocatéalise esta
ligada com a dimensdo do didxido. Alguns trabalhos tém indicado que as particulas com
dimensdes de 15 nm apresentam as mais intensas atividades fotocataliticas. De acordo com
a caracterizagdo do TiO; para este trabalho, a amostra R1 tem o diéxido com a dimensdo

mais proxima dos 15 nm, sendo de 18 nm.
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O mesmo pode ser verificado em Banerjee ef a/ (2006). Esse autor diz que uma das formas
que podem melhorar a fotocatalise ¢ quando se tem a reduc¢do do tamanho da particula de
TiO2, sua area de superficie, aumenta levando a uma melhoria na fotoeficiéncia e, assim,
na propriedade fotocatalitica, pois a area de superficie elevada tornaria a superficie da

particula mais ativa em relagdo a absor¢do de luz e agua.

Portanto, conforme em dois dos quatro tipos de ensaios realizados na Etapa 3, as amostras
RRO e R1 apresentaram desempenhos semelhantes. Porém, adotou-se como sendo o TiOz o

utilizado na amostra R1, para a Etapa 4.

4.4 ETAPA4

Ap6s a decisdo do tipo de TiO2 a ser usado, prosseguiu-se para a realizagdo dos ensaios

com os compositos que continham o po6 de vidro.

A quantidade de exemplares produzidas para esta etapa foi diferente. As mesmas estdo
descritas no Quadro 17. O ensaio foi realizado em triplicata, ou seja, apds o 1° ensaio,

foram feitos outros dois com as mesmas condi¢des.

Quadro 17 — Etapa 4: composig@o das amostras e quantidade de exemplares

N° de Exemplares
Amostra Composicio
1° Ensaio | Duplicata | Triplicata
3 Resina epoxi + 10% de TiO2 (R1) 3 3 3
+ 8% de po de vidro
10 Resina epoxi + 10% de TiO2 (R1) 3 3 3
+ 10% de po de vidro
12 Resina epoxi + 10% de TiO2 (R1) 3 3 3
+ 12% de po de vidro
REFERENCIA Resina epoxi 3 3 3

Fonte: Autor (2016)




Capitulo 4 — Resultados e Analise 96

Alguns problemas ocorreram durante o desenvolvimento desta etapa. Por um periodo de
dois meses o procedimento experimental ficou parado, pois os equipamentos para a
realizagdo da microscopia eletronica de varredura estavam indisponiveis para a aquisi¢do

de imagens dos exemplares.

No preparo dos exemplares, como descrito na se¢do de materiais e métodos, deve-se
esperar um periodo de 24 h para a cura dos mesmos, entretanto, isto ndo foi possivel, pois
quando um laboratorio de microscopia se tornou disponivel, teve-se de se realizar todo o

procedimento experimental em 4 dias.

Desse modo, alguns exemplares permaneceram sem terminarem o seu processo de cura.
Isso fez com que, no processo de esterilizagdo, as superficies dos exemplares das amostras
10 e 12 se tornassem mais rugosas. Como o cronograma ja estava em atraso e existia a
possibilidade de ndo conseguir agendar uma outra microscopia, decidiu-se prosseguir com
o procedimento experimental. Assim, apos o ensaio microbiologico, gerou-se as imagens

aqui apresentas.

As imagens do Quadro 18, sdo imagens obtidas por microscopia. As imagens (a) e (b),
foram capturadas com magnificacdo de 350 vezes, e as imagens (c) e (d), com
magnificagdo de 300 vezes. Essa diferenca ocorreu devido a estas, serem as primeiras
feitas e, assim, a magnificagcdo ainda estava em testes, pois o equipamento ¢ diferente do
utilizado nas outras etapas. Ja as imagens (e), (f), (g) e (h) sdo apresentadas em

magnificag@o de 2 500 vezes.

Como se observa, as imagens (a) e (¢) do Quadro 18 sdo parecidas. Temos regides com
formagdes de unidades de biofilmes descontinuas, se assemelhando a um “couro de

jacaré”, como se observa nos circulos as destacando.
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Quadro 18 — Imagens da microscopia eletronica de varredura dos exemplares 3
contaminados com Staphylococcus aureus 25923 icaD+ (1° Ensaio)

AMOSTRAS (Exemplar 3)

8 10 12 REFERENCIA

(c)

Fonte: Autor (2016)

Pode ser visto nas imagens (b) e (d) do Quadro 18, que os biofilmes formaram uma massa
homogénea maior que em (a) e (¢). Dentro de seus circulos € visto mais biofilmes, do que
regides de descontinuidade. Da mesma forma se percebe quando a magnificacdo ¢
aumentada. Nas imagens (e) e (g) (Quadro 18), dentro dos circulos, tem-se regides mais

descontinuas do que nas imagens (f) e (h).

Quando o ensaio foi repetido, o padréo se alterou um pouco. Isso pode ser observado no

Quadro 19.

As imagens (a) e (c) do Quadro 19 se mostram como as que tiveram o melhor desempenho.
As imagens (b) e (d) apresentaram uma melhora no desempenho em relagcdo ao 1° ensaio, a
partir da observacdo da formacdo de regides mais descontinuas de biofilmes e com menor

espessura. Em todas as imagens vé-se a superficie do exemplar, como as setas indicam.
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Quadro 19 — Imagens da microscopia eletronica de varredura apds ensaio microbioldgico
do exemplar 3 contaminado com Staphylococcus aureus 25923 icaD+ (Duplicata)

AMOSTRAS — (Exemplar 3)

8 10 12 REFERENCIA

(b) (c) (d)

(g)

Fonte: Autor (2016)

Mesmo que a imagem (a) do Quadro 19 apresenta maiores descontinuidades entre os
micro-organismos, os biofilmes da imagem (c) se mostram menos espessos, quando sdo
comparadas as imagens (e) e (g). O mesmo pode ser visto para as mesmas imagens do

Quadro 20.

O Quadro 20 apresenta imagens da microscopia do ensaio realizado em triplicata. Nota-se
pelas imagens (c) e (g) que a amostra 12 gerou descontinuidades acentuadas nos biofilmes
e espessuras menores. Diferentemente das amostras 8, 10 ¢ de REFERENCIA, as quais

geraram biofilmes mais espessos.
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Quadro 20 — Imagens da microscopia eletrénica de varredura apds ensaio microbioldgico
do exemplar 3 contaminado com Staphylococcus aureus 25923 icaD+ (Triplicata)

AMOSTRAS — (Exemplar 3)

8 10 12 REFERENCIA

(d)

(h)

Fonte: Autor (2016)

Com essas ultimas amostras, finalizou-se a realizacdo dos ensaios microbioldgicos e a

obten¢do de imagens por microscopia eletronica de varredura para a pesquisa.

Mediante as analises de todas as imagens para a etapa 4, nota-se que as amostras 8 e 12
foram a que obtiveram o melhor desempenho. Ainda assim, a amostra 12 mostrou-se mais
eficaz contra o surgimento dos biofilmes, pois, pelas imagens, observa-se que os biofilmes

tiveram descontinuidades e possuem menor espessura.

4.5 ANALISE DOS RESULTADOS

Os compositos foram expostos a contaminagdes de duas bactérias diferentes,

Staphylococcus aureus 25923 icaD + (formadora de biofilme-controle positivo) e
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Staphylococcus aureus N 321 (ndo formadora ou fracamente formadora de biofilme-
controle negativo), esta ultima amostra clinica de Batistdo (2014). Apds as contaminagdes
as amostras foram expostas a iluminac¢do UV e no escuro (sem luz) e, em seguida, foram
realizados os estudos de avaliagdo qualitativa das superficies dos exemplares (pastilhas),

através de imagem por microscopia eletrénica de varredura.

Depois de escolhido o TiO2 (R1), foram definidas mais trés composi¢des formadas por
resina epoxi, TiO2 e pd de vidro. O teor de TiO2 permaneceu fixo em 10% em massa e 0s
teores de po de vidro foram variados em 8%, 10% e 12% em massa. Todos os exemplares
foram expostos a contaminagdo por Staphylococcus aureus 25923 icaD + e a iluminagéo

UV. Da mesma forma, apds a exposi¢do foram realizados os estudos de imagem.

No estudo de imagens, verificou-se que os compdsitos ndo impediram totalmente a
formacg@o de biofilmes, porém os biofilmes foram descontinuos e menos densos para as
amostras R1 (resina epoxi + 10% de TiOz R1) e RRO (resina epoxi + 10% de TiO2 RRO),
quando comparadas & de REFERENCIA (resina epoxi). Encontrou-se também, uma
diferencga entre os dois tipos de didxidos testados (RRO e R1), sendo que o R1 teve um
desempenho mais uniforme em todas as amostras testadas, resultando em reduc¢do mais

acentuada na formagao de biofilme.

Em relagdo a exposi¢do ao escuro, os exemplares contendo os didxidos (RRO e R1)
apresentaram um desempenho superior aos exemplares que ndo os continham (de
REFERENCIA), evidenciando eficiéncia mesmo na auséncia de luz, ndo dependendo,
portanto, da energia de “bandgap”. Mas, o desempenho em presenga da iluminagdo UV foi

superior comparado a exposi¢do ao escuro.

Com a adigdo de p6 de vidro - nas composigdes poliméricas formadas por resina epdxi e
10% de TiO2 - constatou-se uma melhora no desempenho em desorganizar a formacdo dos
biofilmes, tanto na continuidade quanto na espessura dos mesmos. Ao serem comparados
com os compositos que possuem apenas o TiO2 (RRO e R1) notou-se um aumento na

inibigdo a formacgao dos biofilmes.
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Os compositos com 8% de pd de vidro, apresentaram resultados satisfatorios e com boa
uniformidade. Em todas os exemplares testados, observou-se que os biofilmes foram

descontinuos € menos espessos.

Ja os compositos com 10% de po6 de vidro ndo mostraram esse desempenho favoravel, pois
apresentaram biofilmes com maior continuidade e espessura (equivalente ao composito de
REFERENCIA). Estima-se que esse comportamento tenha sofrido influéncia da maior
rugosidade da superficie da pastilha (provavelmente devido a variagdo na viscosidade do
composito e/ou ao tempo insuficiente para a cura). Dessa forma, para confirmar esse

comportamento seria necessario realizar outros experimentos com a mesma composi¢ao.

Com 12% de p6 de vidro observou-se que as irregularidades na superficie das pastilhas
foram menos acentuadas do que no compdsito com 10% e o comportamento foi melhor do
que do compdsito com 10%. No entanto o comportamento foi equivalente ao com 8% com

a vantagem de formagdo de biofilmes menos espessos do que neste percentual de 8%.

Com a variag@o no percentual, buscou-se conhecer se ocorreria uma saturagdo na adi¢do de
p6 de vidro, mas os resultados obtidos ndo ofereceram condi¢des para uma concluséo.
Parece que a variavel rugosidade (avaliada visualmente) atua favorecendo a formagio de
biofilmes e a taxa de p6 de vidro atua em sentido contrario, mas somente com os resultados

disponiveis ndo foi possivel confirmar.
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CariTuLo 5

C ONCLUSAO

O objetivo geral desta pesquisa foi verificar a capacidade de inibir a formagdo de
biofilmes, por meio da fotodegradacdo, utilizando formulagdes de um compdsito

polimérico, contendo didxido de titanio (TiO2) e um residuo de vidro.

Para isso definiram-se inicialmente duas composi¢des poliméricas formadas por resina
epoxi e 10% de TiO2, onde foram variados os didmetros das nanoparticulas de TiO2 (aqui
nomeados de RRO e R1), a fim de verificar qual dos dois didxidos teria uma melhor

resposta em impedir a formagdo do biofilme em sua superficie.

Com a metodologia adotada e os experimentos realizados neste trabalho, conclui-se que o
composito que apresentou o melhor desempenho, em relagdo a inibigdo da formacgdo dos
biofilmes em sua superficie, foi o com 10% do TiO2 (R1), em massa e 12% de p6 de vidro,

€m massa.

Em virtude dos problemas encontrados na fase experimental, o tempo disponivel para a

conclusdo da pesquisa se esgotou, impossibilitando a realizagdo de mais experimentos.

Conclui-se finalmente que a pesquisa atingiu os objetivos propostos, indicando o tipo de
TiO2 e a taxa de adi¢do de po de vidro com melhor desempenho. A utilizagdo do residuo

de vidro também pode ser vista como um diferencial positivo do ponto de vista da
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sustentabilidade, ao indicar um possivel caminho para o aproveitamento do material

descartado na industria.

Estudos posteriores sdo sugeridos no desenvolvimento de uma Tese de Doutorado, pois
com uma dissertacdo ndo se consegue avaliar todas as variaveis envolvidas, devido a
complexidade e o tempo necessario para se fazer todas essas avaliagdes e consideracdes.

Desse modo, indica-se:

e Levar em conta as variaveis que influenciam na obtenc¢do de superficies lisas ou
rugosas, como por exemplo, a precisdo na constitui¢do dos compositos (massas
precisas), tempo de mistura, temperatura e umidade relativa ambiente, umidade

relativa, forma de preenchimento dos moldes e cura.

e Verificar o espalhamento do didxido e do pd de vidro na superficie, € de suma

importancia,;
e Avaliar quantitativamente a espessura dos biofilmes;

e Avaliar a exposi¢do dos exemplares/pastilhas sem que as mesmas estejam

embebidas em meios de cultura, se assemelhando mais a situagdes reais;

e Variar o teor de dioxido acima de 10% e o de pd de vidro acima de 12%.
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ApriNDICE A

Neste apéndice, sdo apresentadas todas as imagens obtidas na realizagdo de microscopias

eletronicas de varredura, para as etapas 3 e 4 do trabalho. Sendo assim, em Al, estdo as

imagens da etapa 3 e, em A2, as da etapa 4.

A.1 ETAPA 3

Os quadros estdo dispostos de acordo com a exposi¢do e contaminagdo, além de 1° Ensaio

e Duplicata. Cada quadro apresenta um exemplar de cada amostra. Algumas magnifica¢des

estdo diferentes.

A.1.1 1°ENSAIO - EXPOSICAO A ILUMINACAO UV

HNuminacio UV - EXEMPLARES 1

RRO

R1

REFERENCIA

Staphylococcus aureus 25923 icaD+
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Huminacio UV - EXEMPLARES 2

R1

REFERENCIA

Staphylococcus aureus 25923 icaD+

Huminacio UV - EXEMPLARES 3

RRO

R1

REFERENCIA

Staphylococcus aureus 25923 icaD+
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Huminacio UV - EXEMPLARES 1

Staphylococcus aureus N 321

Iuminacio UV - EXEMPLARES 2
RRO R1 REFERENCIA
" - T E' ;{} '(mt‘i.

Staphylococcus aureus N 321
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Huminacio UV - EXEMPLARES 3

R1

REFERENCIA

Staphylococcus aureus N 321

A.1.2 1°ENSAIO — EXPOSICAO AO ESCURO

Escuro - EXEMPLARES 1

RRO

R1

REFERENCIA

Staphylococcus aureus 25923 icaD+
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Escuro - EXEMPLARES 2

R1

REFERENCIA

Staphylococcus aureus 25923 icaD+

Escuro - EXEMPLARES 3

R1

REFERENCIA

Staphylococcus aureus 25923 icaD+
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Escuro - EXEMPLARES 1

REFERENCIA

R1

RRO

Staphylococcus aureus N 321

Escuro - EXEMPLARES 2

REFERENCIA

1

R

RRO

Staphylococcus aureus N 321
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Escuro - EXEMPLARES 3

RRO

R1

i

REFERENCIA

Staphylococcus aureus N 321

A.1.3 DUPLICATA — EXPOSICAO A ILUMINACAO UV

Tluminac¢io UV - EXEMPLARES 1

RRO

X300 300 um

30um

R1

RIUVSAT X300 300 um

RIUVSAT N ¥2.0k  30um

REFERENCIA

BRANUVSAT

BRANUVSA1 %20k 30 um

Staphylococcus aureus 25923 icaD+
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TNluminac¢io UV - EXEMPLARES 2

RRO

X300

X2.5K

R1

300 um X300 300 um

30um

RIUVSAZ N

K20k 30um

REFERENCIA

BRANUVSAZ

BRANUYSAZ

Staphylococcus aureus 25923 icaD+

TIluminac¢ao UV - EXEMPLARES 3

RRO

= X2.56

R1

um RIUVSAZ M *300 300 um

30um RIUVSAT N W20k 30um

BRANUVSAZ

T

REFERENCIA

%300 300 um

BRANUVSAZ

Staphylococcus aureus 25923 icaD+
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Tluminac¢io UV - EXEMPLARES 1

RROUVNIZ11

R1

RAUVN3Z1T

*x300 300 um

R1UVN3211 X2.0k 30 um

REFERENCIA

Staphylococcus aureus N 321

Iluminacio UV - EXEMPLARES 2

RROUVN3Z212

RROUVNIZ12

RRO

R1

%300 300 um R1UVNI212 N

x300 300 um

R1UVN3212 ¥2.0k  30um

REFERENCIA

Staphylococcus aureus N 321
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Iluminaciao UV - EXEMPLARES 3

RRO

RAUVNIZ11

RROUVN3213

X300 300 um

R1

RAUVN3Z13

R1UVN3213 X206k 30um

REFERENCIA

BRAUVNI213

Staphylococcus aureus N 321

A.1.4 DUPLICATA — EXPOSICAO AO ESCURO

Escuro - EXEMPLARES 1

RRO

RROUVNZ11

RROUVN3211

¥20k  30um

R1

REFERENCIA

R1ESCSAT

R1ESCSAT N XZO0k  30um

SCSA1 2.0k

Staphylococcus aureus 25923 icaD+
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Escuro - EXEMPLARES 2

RROESCSA2

RRO

%300

- *2.0k

300 um

30um

R1

R1ESCSAZ N %300 300 um

R1ESCEA2

REFERENCIA

Staphylococcus aureus 25923 icaD+

Escuro - EXEMPLARES 3

X2.06

30um

REFERENCIA

R1ESCSA3

BRAESCSA3 %300 300 um

Staphylococcus aureus 25923 icaD+
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Escuro - EXEMPLARES 1

RROESNG211

RAOESNG211

RRO

%300 300 um

R1 REFERENCIA

BRAESN3211 N %300

R1ESCNAZ11 L] %300 300 um

RIESCN3Z11 BRAESN3211

Staphylococcus aureus N 321

Escuro - EXEMPLARES 2

RROESN3212

RROESNIZ12

RRO

R1 REFERENCIA

BRAESN3212

RIESCNI21Z BRAESN3212

Staphylococcus aureus N 321
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Escuro - EXEMPLARES 3

RAEBCNIZ12

RIESCNIZ13

R1

REFERENCIA

BRAESN3213

Staphylococcus aureus N 321
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A.2 ETAPA 4

Os quadros estdo dispostos de acordo com a realizagdo dos ensaios, como: 1° Ensaio,

Duplicata e Triplicata. Cada quadro apresenta um exemplar de cada amostra.

Na etapa 4, realizou-se apenas um experimento, sendo o mesmo repetido duas vezes. As

imagens sdo apresentadas nos quadros a sequir.

A.2.1 1°ENSAIO - EXPOSICAO A ILUMINACAO UV

Amostras (Exemplares 1)

8 1 12 REFERENCIA
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Amostras (Exemplares 2)
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Amostras (Exemplares 3)
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A.2.2 DUPLICATA - EXPOSICAO A ILUMINACAO UV

Amostras (Exemplares 1)
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Amostras (Exemplares 3)
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A.2.3 TRIPLICATA - EXPOSICAO A ILUMINACAO UV

Dateimavy: T30

ey} ST

VEQA3 TESCAN|

Pectormmams (n nanossace

Vensa TEscAN|

Partormanes in nanotgace

10

iEaaa TEscan|

Poctormance in nanosgace

W a8
Dt 3
Ostaimiy . 7S

1 vEGA:

Partormanes in nanospace

SEM MY 30KV

AT: 300 %

SEM v S0y
Vi T 194 ym
S AG: 200 kx

12

WO B3 |

Der: 5 700 jm
Cateqmiary)c FTEAD

WO: 5,68 e

e e

| EERURETREE)
W

| || vesas Tescan

Peetarmance i nanope

| Eaas rscanf

Pertermanca im nanosgace

REFERENCIA

W W | | vEgas TESCAN
e s 052 pm Der s
M WAG: 300 s Duteimidyl: TS0

Pectormuame (n nanosgace

Veaus TEsGAN|

SN WAG: 2ok Gateimsy) O Partormanes in nanotgace

Amostras (Exemplares 1)
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Amostras (Exemplares 2)
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