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Inativacao fotocatalitica da Staphylococcus aureus usando
TIOzNT d Ag-TIOZNT

Photocatalytical inactivation of Staphylococcus aureus by
TiO,NT and Ag-TiO,;NT

RESUMO

As matrizes de didxido de titanio nanotubulares (TiO2NT) tem ficado em evidencia por suas
diversas aplica¢Oes, dentre elas a sua alta atividade fotocatalitica, tanto na degradacdo de
moléculas quanto de microrganismos patogénicos. A prata por sua vez é reconhecida por
sua alta atividade antimicrobiana. Desta forma, o presente trabalho investigou a eficiéncia
na fotoinativacdo da bactéria gram positiva, Staphylococcus aureus, pelo método
fotocatalitico utilizando uma lampada UVA, e nanotubos de diéxido de titanio sintetizados
eletroquimicamente pelo processo de anodizagdo. Os filmes foram expostos a um processo
de fotodeposicdo da prata. Verificou-se que quanto maior o tempo de deposicdo da prata,
maior a eficiéncia na inativagdo, porém, notou-se que o filme contendo somente os
nanotubos (filme puro) obteve resultados equivalentes ao modificado com prata. Os
resultados mostram que pequenas quantidades de prata podem ocupar os sitios ativos do
semicondutor prejudicando o processo. Com maiores quantidades de prata, a atividade
antimicrobiana pode estar relacionada ndo somente ao fotocatalisador mas também com a
presenca elevada de prata no material.

PALAVRAS-CHAVE: Didxido de titanio. Fotocatalise. Fotodeposicdo de prata.
ABSTRACT

The nanotubular titanium dioxide (TiO2NT) matrices have been highlighted by their diverse
applications, including their high photocatalytic activity, both in the degradation of
molecules and pathogenic microorganisms. Silver in turn is recognized for its high
antimicrobial activity. Thus, the present work investigated the efficiency in
photoinactivation of gram positive bacteria, Staphylococcus aureus, by the spread plate
method (surface method) using a UVA lamp, and titanium dioxide nanotubes synthesized
electrochemically by the anodization process. The films were exposed to a silver photo
deposition process. It was found that the longer the silver deposition time, the greater the
efficiency in inactivation, however, it was noticed that the film containing only the
nanotubes (pure film) obtained results equivalent to those modified with silver. The results
show that small amounts of silver can occupy the active sites of the semiconductor,
impairing the process. With greater amounts of silver, the antimicrobial activity may be
related not only to the photocatalyst but also to the high presence of silver n the material.

KEYWORDS: Photocatalysis. Silver photodeposition. Titanium dioxide.
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INTRODUCAO

As matrizes nanotubulares de didxido de titanio obtidas através do processo
de anodizacado ficaram em evidéncia nos ultimos anos devido a varias propriedades
combinadas do material, como biocompatibilidade, alta superficie de contato e
semicondutividade, por esse motivo, este nanocompdsito tem sido utilizado de
diversas maneiras, tais como em células solares, sensores, fotocatalisadores,
implantes, sistemas de liberagdo de drogas, entre outros (LOSIC; SIMOVIC, 2009).

A sua utilizacdo como fotocatalisador se da na forma cristalina de anatase e
rutilo, devido a sua alta drea superficial combinados a propriedade de absorver luz
na regido ultravioleta fazendo com que os elétrons se movimentem da banda de
valéncia para a banda de condugdo quando excitados, provocando assim a quebra
de moléculas organicas e também a destruicdo da parede celular de alguns
microrganismos e bactérias (STENGL, 2007, BARAM , 2009)

A bactéria gram positiva, Staphylococcus aureus, € um dos causadores de
infeccGes tanto simples como mais severas no corpo humano, por este motivo
pode ser considerada um problema de saude publica (CRUVINEL; SILVEIRA;
SOARES, 2011).

MATERIAL E METODO

Os filmes nanoestruturados de didxido de titdnio (TiO2NT) foram sintetizados
eletroquimicamente pela técnica de anodizagdo potenciostdtica, a uma
temperatura constante de 40°C, durante 10 minutos com voltagem constante de
40 V. Para a sintese utilizou-se 50 mL de uma solugdo eletrolitica organo-aquosa
(H20 9,5% v/v, SBF 0,5% v/v e NH4F 0,75% m/m em etilenoglicol) como eletrdlito.
Como eletrodo de trabalho, utilizou-se placas de Tice € um par de eletrodos de
platina foi utilizado como contra-eletrodos.

Apds a anodizacado, os filmes passaram por um tratamento térmico, utilizando
uma rampa de aquecimento de 2°C min? até o patamar de 450°C onde
permaneceram por duas horas e apds foram resfriadas naturalmente até a
temperatura ambiente.

Para a adsor¢do da prata, os filmes ja tratados termicamente ficaram em
contato durante 24 horas com 40 mL de uma solu¢do 1 x 10 * mol L ! de nitrato de
prata (AgNOs). Apds isso, a mesma solucdo foi transferida para um reator
fotoquimico contendo uma lampada UVA (9 W, 315-400 nm) que ficou em contato
com a solucdo e o filme. Cada filme ficou em contato com a solugdo e a lampada
UV durante diferentes tempos, como mostrado na Tabela 1 abaixo:

Tabela 1 — Nomenclatura dos filmes e o tempo de fotodeposicao de prata em luz UV
submetido a cada um deles

Nomenclatura Tempo de fotodeposicao da prata (minutos)
F5m 5
F15m 15
F30m 30
F60m 60
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Nomenclatura Tempo de fotodeposi¢ao da prata (minutos)

Fpuro -

Fonte: Autoria propria (2020).

Para os ensaios de inativacdo, a cepa do microrganismo gram positivo,
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), foi cultivada em caldo Mueller Hinton (21 g
L) a temperatura de 37°C durante 48 horas. Em seguida, a massa celular foi
suspendida em solucdo salina 0,9% m/v. A padronizacdo do microrganismo foi feita
utilizando escala de Mc Farland 0,5, indicando uma concentra¢do de 108 UFC ml™.

Apds a padronizagdo, 20 mL da suspensdo (bactéria + solucdo salina) foram
adicionadas em 200 mL de caldo Muller Hinton chegando a uma concentragao final
de 10 ® UFC mL™. Para a inativacdo das bactérias, utilizou-se uma lampada de luz
UVA (9 W, A = 315-400 nm).

A solucdo ficou sob agitacdo constante e temperatura ambiente durante 100
minutos (1h40min) tanto para o ensaio de crescimento, fotélise e fotocatdlise com
os filmes, onde retirou-se a cada 20 minutos uma aliquota de 1 mL do reator.
Dilui¢des seriadas foram realizadas em solugdo salina 0,9% m/v até 10, apds isso
foram retirados 100 pL de cada tubo para serem plaqueados pelo método spread
plate (método de superficie) em dgar nutritivo (Kasvi, 28 g L'%). O plagueamento foi
realizado em triplicata. As placas foram incubadas em estufa bacterioldgica, em
temperatura de 37 °C por 24 horas e posteriormente, foi realizada a contagem das
unidades formadoras de col6nia (UFC).

Também foi realizado ensaio com o filme sem adsor¢do de prata, para
comparacdo de resultados. Para o estudo da inativacdo da bactéria gram positiva,
realizou-se ensaios controles denominados escuro e fotdlise, para que
posteriormente pudesse ser avaliado somente o efeito do catalisador na reacgao.

O ensaio denominado escuro se deu sem a utilizagdo da luz UV e sem a
presenca do catalisador, somente inoculando o microrganismo em meio reacional
(caldo BHI) e o ensaio de fotdlise se deu da mesma maneira, porém com a
utilizacdo da luz UV.

Os célculos das bactérias consideradas unidades formadoras de col6nia por
mL de soluc3o inicial (UFC mL ) foram obtidos através das placas com dilui¢do 10
3, pois estas obtiveram uma maior visualizacdo das unidades. A média e o desvio
padrdo dos valores foram calculados a partir do plagueamento em triplicata.

Para o calculo da porcentagem de eficiéncia do processo de inativagdo foi
utilizada a equacdo (1), onde UFCtodiz respeito a quantidade de col6nias no tempo
0 min e UFCtigo, @ quantidade de col6nias no tempo 100 min:

UFCty - UFCty g0

E% =
% UFCt,

(1)

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 apresenta as micrografias dos filmes, nelas é possivel verificar o
efeito do tempo de fotodeposicdo da prata na morfologia dos filmes obtidos. Como
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pode ser observado, o aumento do tempo torna mais visivel as particulas de prata
depositadas sobre os nanotubos de TiO,. Em tempos curtos de fotodeposicdo hd a
presenca de nanoparticulas que aumentam para microparticulas em funcao do
tempo de fotodeposicao.

Figura 1 — Micrografias dos filmes de TiO2 nanoestruturados crescidos a 40 V com do
tempo da fotodeposigdo de prata (a) filme puro sem exposigdo a solugdo de AgNOs. Filme
submetido a (b) 5 min, (c) 15 min e (d) 30 min de radiagdo UV-A apds adsorgdo de ions
Ag*(1 x 103 mol L) por 24 h.

TiNT puro

Fonte: Autoria propria (2020).

Para a interpretacdo de resultados, as rea¢des de crescimento e inativacao
foram consideradas como de primeira ordem (mecanismo de Langmuir), como
representado na Figura 2 abaixo:

Figura 2 — Curva de inativagao (fotocatdlise e fotdlise) e o crescimento da bactéria gram
positiva S. aureus em fun¢do do tempo de reagao.
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Pode-se observar a partir da Figura 2, que a curva do ensaio escuro apresentou
a manutenc¢ao de quantidade de microrganismo com o passar dos 100 minutos,
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enguanto que para o ensaio de fotdlise houve uma eficiéncia de inibicdo, assim
como para as inativagbes fotocatliticas utilizando os filmes sintetizados, como
mostrado na Tabela 2 abaixo:

Tabela 2 — Média e desvio padrao da eficiéncia dos processos fotoliticos e
fotocataliticos. As médias que compartilham uma letra ndo apresentam diferenca
estatistica. médias que compartilham uma letra ndo apresentam diferenca estatistica.

Eficiéncia (média  desvio padrdo %)

Fotdlise 56,19 + 2,14b¢
Fpuro 94,99 + 2,40°
F5m 50,95 + 0,95°¢
F15m 48,29 + 10,8°
F30m 65,07 + 5,81°
F60m 95,67 + 2,47°

Fonte: Autoria propria (2020).

A partir dos resultados de eficiéncia (Tabela 2) pode-se observar que apenas
duas condicGes, o filme puro (Fpuro) e o submetido a fotorreducdo de prata
durante 60 min (F60m), apresentaram diferenca estatistica quando comparados a
inativacdo promovida apenas pela incidéncia de radiagdo UV (fotdlise).

Este resultado indica que a fotodeposicdo de pequenas quantidades de prata,
observadas nos filmes sintetizados com até 30 min de fotoredugdo, ndo sdo
eficientes na inativacdo da bactéria. Uma possivel explicacdo é que a prata
depositada possa reduzir a drea ativa do material fotocatalisador. Esta reducdo
pode ser dada pela formacdo de nanoparticulas de prata que podem impedir a
adsorg¢do da bactéria e consequentemente diminuir a probabilidade de ataque da
membrana celular pelo radical hidroxila.

A atividade da prata como agente bactericida ndo é um mecanismo
totalmente compreendido ainda, porém sabe-se que os ions de prata atacam sitios
do microrganismo ligados ao funcionamento fisiolégico deste, os ions sdo capazes
de se ligar a proteinas da membrana celular e causar a destrui¢do desta, também
ligam-se ao DNA e impedem a replicagao, causando a morte do microrganismo
(LAN et al., 2013).

Este fato explica os resultados de forma crescente e diretamente proporcional
a porcentagem de eficiéncia do processo em relagdo ao tempo em que a prata
passou pelo processo de adsor¢do nos sitios ativos do didxido de titanio.

Ja o funcionamento do TiO, como fotocatalisador é bem conhecido, este
material, quando presente na fase anatase, possui um bandgap de 3,2eV, e quando
fétons com energias superiores a esta sdo incididos sobre este material o elétron
gue estava presente na banda de valéncia (BV) é promovido a banda de conducdo
(BC) formando uma lacuna (h*), as lacunas reagem com a agua formando espécies
reativas oxigenadas como radicais hidroxila (¢OH), perdxido de hidrogénio (H20,),
radical superéxido protonado (eHO,). Estas espécies oxigenadas sdo as
responsaveis pela destruicido da camada proteica dos microrganismos
(PODPORSKA-CARROLL et al., 2015) (REGONINI et al., 2013).
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CONCLUSAO

Desta forma, pode-se concluir que os catalisadores com 60 minutos de
fotodeposicdo de prata e o filme puro, estatisticamente, apresentam uma mesma
eficiéncia no processo de inativacao da bactéria gram positiva, este processo pode
ser explicado possivelmente pela morfologia do material, o que sera estudado em
trabalhos futuros.
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