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Atividade antimicrobiana por contato dinamico de
revestimentos anoddicos.

Antimicrobial activity by dynamic contact of anodic
coatings.

RESUMO

No presente trabalho desenvolveu-se uma metodologia para determinar a atividade
antimicrobiana de coatings de oxido suportados em seus substratos metdlicos. A
metodologia foi desenvolvida a partir da adaptagdo da norma ASTM E2149-133,
inicialmente desenvolvida para determinar a atividade antimicrobiana de agentes
microbianos imobilizados em tecidos, papel, material granular ou outros sélidos tratados
superficialmente. Para o desenvolvimento da metodologia utilizou-se coatings de alumina
porosa (filmes de alumina crescidos eletroquimicamente sobre o aluminio) puros (Al203) e
contendo prata imobilizada (Ag- Al.03). Foram utilizados coatings sintetizados em tempos
de 20 minutos e 1 hora. As amostras foram colocadas em agitagdo por contato dinamico
com a bactéria gram-positiva Staphylococcus aureus (ATTCC 25923). As resultados obtidos
demonstraram que a amostra com 1 hora de anodiza¢do sem a adi¢do de prata promoveu
maior inibicdo das bactérias quando comparadas as amostras de 20 minutos de anodizagdo
com e sem adicdo de prata. A metodologia se mostrou eficiente na determinagdo do teste
microbioldgico de dxidos imobilizados sobre substratos metalicos.

PALAVRAS-CHAVE: Coatings. Agentes microbianos. Alumina. Teste microbioldgico.
ABSTRACT

In the presente paper it was developed a methodology to determine the antimicrobial
activity of oxide coatings supported on their metallic substrates. The methodology was
developed from the adaptation of the ASTM E2149-13a Standard, initially developed to
determine the antimicrobial activity of microbial agents immobilized assets on fabrics,
paper, granular material or other superficially treated solids. To develop this methodology
it was used pure porous alumina coatings (Al203) (alumina films electrochemically grown on
the aluminum) containing immobilized assets silver (Ag-Al.03). Synthesized coating were
used from 20 minutes to 1 hour periods. The samples were placed under agitation through
dynamic contact with the gram-positive Staphylococcus aureus bactéria (ATCC 25923). The
results obtained demonstrated that the sample under a 1 hour period of anodizing without
the silver addition promoted a greater inhibition of bacterias when compared to the
samples under a 20 minutes period of anodizing with and without the silver addition. The
methodology proved to be efficient in determining the microbiological test of oxides
immobilized assets on metallic substrates.
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INTRODUGAO

A utilizacdo da prata como agente antimicrobiano teve inicio no século 19 com
Herodot, romanos e gregos sabiam seu poderoso efeito bactericida utilizado para
curar feridas. A prata tem propriedades antimicrobianas conhecidas, € comumente
usada em revestimentos, desinfeccdo, bem como na forma iGnica ou
nanoparticulas. O uso da prata incorporada ao 6xido de aluminio proveniente da
eletroquimica tem por finalidade produzir revestimentos resistentes a corrosao e
bactericidas (CHERNOUSOVA, 2013, p. 1636; RODRIGUES, 2020).

Algumas vantagens importantes da atividade antimicrobiana a base de prata
sdo a sua excelente estabilidade térmica e seguranca ambiental. O efeito
antimicrobiano da prata é amplamente utilizado na industria téxtil, produtos
plasticos moldados por injecdo e em processos de revestimentos, incluindo
bancadas e areas de preparacdo de alimentos. A prata é tdxica para as bactérias
em baixas concentra¢des (10° a 107 ions Ag por célula) (SAORIN, 2015, p. 171).

Recentes avancos em nanotecnologia demostram que as particulas de prata
metalica de tamanho nanométrico possuem fortes propriedades antimicrobianas,
isto se deve a grande area superficial e reatividade elevada em comparagdo com a
prata em particulas micrométricas (MORONES, 2005).

As nanoparticulas de prata sdo um dos materiais mais estudados atualmente.
Sdo nanoparticulas mais utilizadas gracas as suas propriedades caracteristicas,
como drea superficial elevada, estabilidade quimica e principalmente potente acdo
antimicrobiana frente a bactérias e fungos. S3o amplamente utilizadas por
possuirem varias aplicacGes como agentes antimicrobianos, antiflingicos,
antivirais, catalisadores e anti-inflamatdrios. Elas estdo presentes em produtos
agricola, perfumaria, industrias de alimentos e na area da medicina na preparacao
de materiais para o recobrimento de lesdes cutaneas (DURAN et al., 2019).

A metodologia foi desenvolvida para testar a atividade antimicrobiana dos
Oxidos suportados que foram crescidos eletroquimicamente a partir do metal. No
presente trabalho utilizou-se coatings de alumina pura (Al,Os) e alumina
nanoporosa incorporada com prata (Ag-Al,0s), adaptando-se a norma ASTM
E2149-13a, a fim de verificar as propriedades antimicrobianas do material por
ensaios de contato dinamico.

O teste antimicrobiano desenvolvido garante um bom contato entre a
bactéria e os filmes tratados através da agitacao constante das amostras em uma
suspensdao bacteriana no periodo de uma hora, a fim de avaliar a atividade
antimicrobiana dos filmes de alumina puro e com a adi¢do de prata, nos tempos
de sintese anddica de 20 minutos e 1 hora, com o uso da bactéria gram-positiva
Staphylococcus aureus.

MATERIAL E METODOS

Os coatings de alumina foram sintetizados em trabalhos de colaboragdo com
a Universidade Federal de Sao Carlos — Campus Sorocaba. Para a realizacdo dos
ensaios microbioldgicos, a presente metodologia foi realizada apds os ensaios de
difusdo apresentarem resultados negativos para a inibicdo da bactéria, indicando
que a prata é incapaz de ser lixiviada da superficie do filme de alumina. Sendo
assim, a atividade antimicrobiana foi avaliada pelo contato direto da bactéria com
a superficie do coating contendo o agente bactericida.
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A atividade antimicrobiana dos filmes de alumina frente a bactéria gram-
positiva Staphylococcus aureus (ATCC 25923) foi realizada de acordo com
adaptacbGes da norma ASTM E2149-13a que descreve o método padrdo para
determinacdo da atividade antimicrobiana de agentes antimicrobianos ndo
lixividveis sob condicdes de contato dinamico.

Para eliminar qualquer agente microbioldgico prévio, antes dos ensaios
antimicrobianos as amostras de aluminio tratadas (1 X 0.5cm) foram esterilizadas
em autoclave vertical a 121°C por 30 minutos e secas em estufa a 60°C.

Os ensaios foram realizados em solugdo tampado e o pH foi ajustado para 7,2.
A bactéria Staphylococcus aureus (ATCC 25923) foi crescida em caldo Muller
Hinton (lon, 21 g L), preparado de acordo com as instru¢des do fabricante, a 37°C
por 48 h. Apds o turvamento da solucdo, indicando o crescimento da bactéria, uma
solucdo padronizada foi preparada pela diluicdo do indculo em tampao fosfato
previamente esterilizado. A padronizagdao foi feita por espectroscopia UV-Vis
considerando uma solucdo final com absorbancia de 0,28 + 0,02 a 475 nm que
fornece uma concentrac3o inicial de aproximadamente 1 —3 X 10 UFC mL™.

Em erlenmeyers previamente esterilizados foram adicionados 50 mL de
solucdo tampao estéril e o volume da solucdo padronizada de bactéria a fim de se
obter uma solugdo com concentrag¢do de 1 —3 X 10° UFC mL-1 do microorganismo.
Apds a adicdo das solugdes adicionou-se um filme de alumina em cada erlenmeyer,
como controle uma solucdo contendo apenas as solugées (sem o filme de éxido)
foi utilizada.

O ensaio de contato dindmico das amostras com o microorganismo foi
realizado por meio de agitacdo dos erlenmeyers em shaker por uma hora a 160
RPM e 37°C. Apds este periodo, uma aliquota de 1 mL de cada solugdo onde
estavam presentes o indculo e o filme, foi retirada e diluida serialmente em tubos
contendo solugdo salina 0,9% estéril. Para cada amostra, incluindo o controle,
foram feitas dilui¢Ges seriadas até a diluicao 10-3, e em seguida uma aliquota de
100 pL de cada tubo foi plagueada em d&gar nutriente. O plagueamento foi
realizado em triplicata. Logo apds as placas foram incubadas a 37°C por 24 horas
em estufa bacterioldgica.

Apds o tempo de crescimento, foi realizada a contagem do nimero de col6nias
formadas e o resultado foi expresso em UFC mL™. Para avaliar a atividade
antimicrobiana da alumina sobre o microorganismo foi calculada a porcentagem
de inibicdo por meio da Eq. 1 abaixo:

%Inibigéo:?xmo (1)

Onde B é a concentracdo de bactérias (CFU mL™) na amostra controle e A a
concentracdo de bactérias em cada erlenmeyer apds o contato dindmico com os
filmes de alumina. Determinou-se a significancia estatistica da % inibicdo por
analise de variancia uni-fatorial (ANOVA) usando nivel de confianga de 95% com
teste de significancia (do inglés, Honest Significance Test - HSD) post-hoc de Tukey.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os resultados obtidos para a inibicdo da bactéria usando
os diferentes filmes preparados. Como pode ser observado, as amostras 1 e 4
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foram as que apresentaram maior atividade antimicrobiana pois promoveram
maior inibicdo das bactérias. Como pode-se notar pela amostra preparada em 1
hora de anodizacdo (11), mesmo sem a adicdo de prata, o coating de alumina
apresentou atividade antimicrobiana, sendo que a adi¢do de prata ndo mostrou
um aumento significativo na inativacdo do microorganismo. Ja para as amostras
preparadas com 20 minutos de anodizac¢do, a atividade antimicrobiana do coating
puro é baixa (em torno de 7%) e adicdo de prata promove um aumento de 6 vezes
na atividade antimicrobiana do material (de 7% para 43%), entretanto este valor
ainda é significativamente inferior ao observado para as amostras preparadas com
1 h de anodizacao.

Tabela 1 — Média, desvio padrdo e condi¢des de sintese dos filmes de alumina.

Amostras Eficiéncia (Média * desvio padrdo) Condigoes de sintese
1l 86,33+6,73° 1 hora (sem prata)
4N 86,43 +8,85°2 1 hora (com prata)
6D 43,23 £1,21° 20 minutos (com prata)
3l 7,00+2,79°¢ 20 minutos (sem prata)

Valores que compartilham a mesma letra ndo apresentam diferenca estatistica.
Fonte: Autoria prépria, 2020.

Vale ressaltar que em ensaios anteriores por difusdo em disco, ndo se
observou atividade antimicrobiana em nenhuma das amostras analisadas. Sendo
assim, a metodologia se mostrou satisfatdria para a determinacgdo da atividade
antimicrobiana de agentes imobilizados. A metodologia tem potencial para a
utilizacdo em coatings crescidos em metais, ndo sé o aluminio, mas também o
titanio que tem aplicagdes como biomaterial.

CONCLUSAO

A andlise microbiolégica mostrou-se eficaz na determinagdo da atividade
antimicrobiana. Neste estudo a amostra com 1 hora de anodizagdo sem a adigao
da prata foi a que apresentou maior atividade antimicrobiana. Podendo ser
concluido que o tempo de anodizagdo teve mais influéncia nesta propriedade do
que a presenca da prata no revestimento. Para as amostras com 20 minutos de
anodizacdo sem a presencga da prata, a inativagdo do microorganismo foi baixa,
havendo um aumento de 6 vezes na atividade antimicrobiana do material apds a
adicdo de Ag.

A metodologia desenvolvida se mostrou eficaz na determinacéo da atividade
antimicrobiana de revestimentos imobilizados sobre substratos metalicos quando
comparada a técnica de disco de difusdo. Seu desenvolvimento mostra-se
extremamente Util para a determinacdo da atividade antimicrobiana de coatings
obtidos a partir da oxidacdo de substratos metalicos.
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