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RESUMO

FERREIRA, Carlise Hannel. Inativacdo da Staphylococcus aureus usando
filmes de TiO2 crescidos eletroquimicamente. 2016. 47 f. Trabalho de
Concluséo de Curso (Bacharel em Quimica), Universidade Tecnoldgica
Federal do Parana. Pato Branco, 2016.

A fotocatalise € uma técnica vantajosa na descontaminacdo quimica e
biologica de efluentes, e sua utilizacdo vem crescendo constantemente nas
altimas décadas. Em um processo fotocatalitico, utiliza-se além da fonte de
irradiacdo luminosa, um catalisador capaz de gerar um par de portadores
elétron/lacuna. Tais portadores sdo responsaveis pela degradacédo de
compostos quimicos como farmacos e corantes e pela inativagdo de
bactérias patogénicas. Um dos fotocatalisadores mais utilizados é o dioxido
de titanio (TiO2), pois apresenta caracteristicas como inércia, estabilidade
guimica e baixa solubilidade além da alta capacidade de modula¢do do
material formado (po, filmes porosos, filmes nanotubulares, etc). No
presente trabalho investigou-se a influéncia das propriedades morfoldgicas
e microestruturais de filmes de TiOz2, na fotoinativacdo de Staphylococcus
aureus. Os filmes foram sintetizados por meio da técnica plasma electrolytic
oxidation (PEO), variando a temperatura, a densidade de corrente e a
concentracdo do eletrolito (HsPOa4). As amostras foram quantificadas em
relacdo ao diametro de poro, por meio de microscopia eletronica de
varredura utilizando o software ImageJ. O tamanho do cristalito dos filmes
sintetizados foi obtido pela aplicacdo da equacédo de Scherrer aos dados
extraidos dos difratogramas. Os resultados mostraram que ha influéncia de
ambos os parametros na eficiéncia fotocatalitica do processo de inativacdo
da bactéria. Observou-se que a eficiéncia € maior para filmes com
didmetros de poro maiores que 0,2 um, 0s quais permitem a entrada do
microrganismo na estrutura porosa do filme. Além disso, observou-se que
a eficiéncia € diretamente proporcional ao tamanho de cristalito, fato este
explicado pela diminuicdo de centros de recombinacdo de pares
elétron/lacuna, o que promove o aumento da eficiéncia do processo de
inativacdo da Staphylococcus aureus.

Palavras-chave: Fotocatalise, microrganismos, Dioxido de Titanio.



ABSTRACT

FERREIRA, Carlise Hannel. Inactivation of Staphylococcus aureus using
TiOz2 films grown electrochemically. 2016. 47 f. Trabalho de Conclusédo de
Curso (Bacharel em Quimica), Universidade Tecnologica Federal do
Parana. Pato Branco, 2016.

The photocatalysis is an advantageous technique in chemical and biological
decontamination of effluents and their use has been growing steadily in
recent decades. In a photocatalytic process, it is used beyond the light
irradiation source, a catalyst capable of generating a pair of electron carriers
/gap. These carriers are responsible for the degradation of chemical
compounds as pharmaceuticals and dyes, and the inactivation of
pathogenic bacteria. One of the most commonly used photocatalyst is TiO2
due to its characteristics as chemical inertness and stability, low solubility
besides the high modulation capability of formed material (powder, porous
films,nanotubulars movies, etc.). In the present study we investigated the
influence of morphological and microstructural properties of TiO2 films in
photoinactivation bacteria Staphylococcus aureus. The films were
synthesized by the technique plasma electrolytic oxidation (PEO) varying
the temperature, current density and concentration of the electrolyte
(HsPOa4). The samples were quantified in relation to the pore diameter
through the treatment of images of scanning electron microscopy using
ImageJ software. The crystallite size of the synthesized films was obtained
by applying the Scherrer equation to difratograms extracted from the XRD.
The results show that there is an influence of both parameters on the
photocatalytic efficiency of the bacterial inactivation process. It was
observed that the efficiency is higher for films with pore diameters larger
than 0,2 micrometres which allow the entry of the microorganism in the pore
structure of the film. Furthermore, it was observed that the efficiency is
directly proportional to crystallite size, and this was explained by the
decrease of pairs of recombination centers electron/gap, which promotes
increased efficiency of inactivation of Staphylococcus aureus process.

Keywords: Photocatalysis, Microorganisms, Titanium Dioxide.
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1 INTRODUCAO

O problema da contaminagéo de recursos hidricos devido a falta de
tratamento adequado em esgotos domeésticos e industriais, areas agricolas
contaminadas com agrotdéxicos e principalmente com microrganismos
patogénicos, é recorrente tanto nos paises desenvolvidos como nos
subdesenvolvidos. O consumo dessa agua pode levar a problemas de
saude, como por exemplo, os relacionados a doencas gastrointestinais
(SILVA; ARAUJO, 2003). Como forma de minimizar esses problemas,
diferentes metodologias para tratamento de efluentes vém sendo
estudadas. Dentre estas destaca-se o processo de fotocatélise.

A fotocatalise pertence a uma classe de processos conhecidos
como Processos Oxidativos Avancados (POA’s), e € basicamente
relacionada com a absorcdo de luz por um material semicondutor,
promovendo a geracao de pares elétron/lacuna, devido a transicdo do
elétron da banda de valéncia para a banda de conducédo, gerando assim
espécies radicalares como Oz, HOz¢, *OH na superficie do semicondutor.
Estas espécies radicalares sdo bastantes reativas e pouco seletivas
(TEIXEIRA; JARDIM, 2004), e no contexto microbiolégico ela atua sobre a
membrana plasmatica do microrganismo, levando-o a morte (ROGUSKA et
al., 2014).

O radical hidroxila (*OH), tornou-se o foco de muitas pesquisas
sobre o oxidacao quimica de compostos organicos (IRELAND et al., 1993).
Dessa forma, o processo fotocatalitico tem se mostrado uma técnica
promissora na inativacdo de microrganismos devido a facilidade na
implementacgéo do processo (CORDEIRO; LEITE; DEZOTTI, 2004). Pode
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ser utilizado para a degradacdo de diversas bactérias como E.coli, S.
aureus, S epidermidis, entre outras (YU et al., 2011).

A fotocatalise dos microrganismos é promovida pela incidéncia de
luz na presenca de um fotocatalisador. Dente os materiais estudados, 0
TiO2 é o mais utilizado em fotocatalise, principalmente devido aalta
atividade fotocatalitica e estabilidade quimica. Tais caracteristicas o torna
promissor na eliminacdo de microrganismos em muitas aplicacdes, como
por exemplo, no revestimento antibacteriano (ROGUSKA et al., 2014).

No presente trabalho, foi estudada a degradacéo fotocatalitica da
bactéria S. aureus, utilizando filmes de TiO2 previamente crescidos por
plasma electrolytic oxidation (PEO). A atividade fotocatalitica dos filmes foi
avaliada através do processo de inativacdo da bactéria e posteriormente, a
fotoatividade dos materiais sintetizados foi correlacionada com
propriedades morfolégicas, como didmetro de poros, bem como com

propriedades microestruturais, como tamanho de cristalito.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

O presente trabalho teve como obijetivo principal a inativacdo da
bactéria Staphylococcus aureus, correlacionando a fotoatividade com as
propriedades morfologicas e microestruturais de filmes de TiOz, crescidos
por PEO.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estudar a cinética de inativacdo de Staphylococcus aureus utilizando
luz ultravioleta;

e Calcular as constantes de velocidades a partir da ordem da reacéo;

e Calcular a eficiéncia do processo de inativacdo do microrganismo;

e Correlacionar a atividade fotocatalitica dos filmes de TiO2 com suas

propriedades morfologicas e microestruturais.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 STAPHYLOCOCCUS AUREUS

As bactérias sdo organismos simples, pois sdo compostos de uma
Gnica célula, sendo classificadas como procariontes. Dentre elas, o
Staphylococcus aureus é umas das bactérias causadoras de diversas
doencas, sendo considerada um sério problema para a saude publica pelos
orgdos de saude (CRUVINEL; SILVEIRA; SOARES, 2011).

O Staphylococcus aureus é um microrganismo Gram positivo, do
género Staphylococcus e da familia Micrococcaceae. Séo classificadas
como aerbbios ou anaerébios facultativos, que se reproduzem tanto na
presenca como na auséncia de oxigénio (MADIGAN et al., 2006). Como
apresentado na Figura 1, apresenta morfologia esférica e formam
grupamentos celulares semelhantes a cachos de uvas, que tem
aproximadamente um diametro de 0,2 a 1,5 um (TAVARES, 2000).

Sado imoveis, ndo esporulados e geralmente sao encapsulados
(CRUVINEL; SILVEIRA; SOARES, 2011). S. aureus possui parede celular
espessa, constituida de peptidioglicano e membrana plasmatica composta

de fosfolipideos, como representado na Figura 2.



Figura 1 - Estrutura morfoldgica da bactéria Staphylococcus aureus

Fonte: www.institutododelta.com.br

Acido tecdico
de parede

Peptideoglicana

Parede celular

Membrana I
plasmatica |

Figura 2 - Estrutura celular de uma bactéria Gram-Positiva

Fonte: http://pt-br.aial317.wikia.com/wiki/Colora

15

S. aureus sao geralmente encontrados nas fossas nasais e sdo

responsaveis pelo desenvolvimento de doencas comunitarias e infec¢des

hospitalares, que podem ser infec¢des simples ou até mesmo infec¢des
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mais severas. Durante seu desenvolvimento e colonizacdo do tecido, a
bactéria S. aureus libera compostos toxicos, como as esfoliatinas, que sao
levadas pela corrente sanguinea para todo corpo (CRUVINEL; SILVEIRA,;
SOARES, 2011). Uma das formas de se eliminar esses microrganismos €&
por fotocatalise, neste processo pode-se utilizar o dioxido de titAnio como
catalisador. As caracteristicas deste material serdo apresentadas na

préoxima secao.

3.2 PROCESSOS OXIDATIVOS AVANCADOS

Os POA’s sdo um conjunto de métodos utilizados para degradar
substancias organicas a substancias menores como, por exemplo,
moléculas de dioxido de carbono CO:2 e 4gua. As moléculas formadas por
este processo, geralmente ndo sdo toxicas (LOPES; DANIEL, 2004). O
POA consiste em gerar radicais hidroxila (*OH) livres, que tem carater
altamente oxidativo, e sdo formados principalmente pela presenca de Os e
H202 no meio reacional, sendo utilizado ou n&o um catalisador. O
rompimento das ligacées acontece devido a interacdo desses radicais com
compostos organicos (TEIXEIRA; JARDIM, 2004).

Os catalisadores dentro de uma reacéo tém a funcédo de aumentar a
velocidade da reacdo e consequentemente diminuir sua energia de
ativacdo. No caso dos fotocatalisadores, s&o materiais que catalisam uma
determinada reacdo na presenca de luz. Esses materiais catalisadores
podem se apresentar em uma fase diferente dos outros componentes da

reacado (processo heterogéneo). Quando o catalisador se encontra na
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mesma fase do meio reacional o processo é dito homogéneo (TEIXEIRA,
JARDIM, 2004).

3.3 PROCESSO HOMOGENEO - FOTOLISE

A fotélise é um processo onde moléculas organicas séao
degradadas pela incidéncia da luz ultravioleta. Com a radiacdo da luz as
ligagbes quimicas sédo rompidas e ha a formacao de radicais livres, como é

demonstrado na Figura 4.

LUZ UV

®
® Moléculas de O, liberadas para atmosfera

Figura 3 - Processo de fotolise

Fonte: Adaptado de http://www.biorede.pt/resources
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Em alguns casos, esse processo pode ser considerado mais lento
quando comparado a velocidade de um processo de fotocatalise
(TEIXEIRA; JARDIM, 2004). E importante ressaltar, que o processo de
fotélise ocorre paralelamente ao processo de fotocatalise, jA que este
depende somente de espécies de H20 e ions OH" presentes no meio

reacional.

3.4 PROCESSO HETEROGENEO - FOTOCATALISE

A fotocatalise tem sua origem na década de 70, quando Honda e
Fujishima (FUJISHIMA; HONDA, 1972), comecaram a pesquisar células
eletroliticas para a producdo de um combustiveis proveniente de materiais
de baixo custo. Sendo assim eles descreveram a oxidacdo da agua em
suspensdo de TiO2, tendo como produto a formagdo de Hz e O2
(NOGUEIRA; JARDIM, 1998).

O principio basico da fotocatélise estd apresentado na Figura 4, e
envolve a ativagdo de um semicondutor, no caso o TiOz2, por luz branca ou
luz ultravioleta, sendo o segundo tipo, mais eficaz devido a morfologia do
diéxido de titanio ser capaz de absorver melhor esse tipo de irradiacédo
(STENGL et al., 2007).
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COZ Ruptura da membrana NA/ RNA danificado

G (
=

Nanotubos de TiO,

Vazamento de Kt

Figura 4 -Processo de fotocatalise

Fonte: Adaptado de (PODPORSKA-CARROLL et al., 2015)

O TiO2 possui um bandgap de aproximadamente 3,2 eV. A
absorcdo de um foton com energia superior a esse bandgap promove um
elétron que se encontra na BV para a BC, formando assim espacos,
denominados lacunas (h*), como pode ser visualizado na equacao 1.

Ti0, + hv > ez + h}y (1)

As lacunas formadas reagem com OH e com H20 que estdo
adsorvidos na superficie do semicondutor TiO2 e geram os radicais *OH. Os
elétrons fotogerados reagem com as moléculas de Oz e produzem radicais
*O2, como pode-se ver nas equagodes 2, 3 e 4.

Hy Oggas) + hgy — <OH + H* (2)
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OH™ + hi, — «OH 3)
0, + egc » 03~ (4)

Os radicais formados no processo de fotocatadlise utilizando o TiO2
como semicondutor quando irradiado com uma radiacao eletromagnética
UV, apresentado nas reacdes a cima (Equacéo 2,3,4), S0 0S responsaveis
pelo rompimento da membrana plasmatica do microrganismo, fazendo

entdo com que nédo ocorra a proliferacdo do mesmo.

3.5 SEMICONDUTORES

Materiais semicondutores sdo quase sempre solidos e cristalinos,
e possuem condutividade elétrica interposta a materiais condutores e
isolantes. O aumento da temperatura faz com que as ligagdes quimicas
sejam rompidas, proporcionando a excitacdo dos elétrons da banda de
valéncia, que passam para a banda de conducdo formando lacunas. As
lacunas sdo de extrema importancia no processo de fotocatélise, pois séo
os portadores responsaveis pela geracdo de radicais hidroxila (TEIXEIRA,
JARDIM, 2004). A geracdo de lacunas depende da diferenca de energia
entre a banda de valéncia e a banda de conducdo (bandgap) do
semicondutor (VAN VLACK, 1998).

Os materiais semicondutores podem ser classificados como
intrinsecos ou extrinsecos. Os intrinsecos sdo materiais que possuem
comportamento elétrico diretamente relacionado a auséncia de impurezas,

sendo assim é um material puro (VAN VLACK, 1998). Neste tipo de
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semicondutor a concentracdo de portadores de carga positiva é igual a
concentracéo de portadores de carga negativa.

Para os semicondutores extrinsecos, uma propriedade relacionada
€ a dopagem, onde se se refere a adicdo de cristais ou pequenas impurezas
ao material. No caso do TiO2, mesmo na forma pura, a quantidade de
portadores positivos € diferente da quantidade de portadores negativos,
fazendo com que este material apresente excesso de portadores negativos.
Devido a esta caracteristica, o TiO2 € conhecido como um semicondutor
tipo “n” (CARP; HUISMAN; RELLER, 2004).

3.6 DIOXIDO DE TITANIO

O didxido de titanio € o 6xido natural de titdnio com férmula quimica
TiO2. Esse composto é um solido cristalino quimicamente estavel, anfotero,
com comportamento tanto &cido como basico. Como apresentado na Figura
5, o TiO2 é um soélido polimorfo, pois apresenta trés formas cristalinas, a
anatase com geometria tetragonal, a brookita (ortorrombica) e o rutilo
(tetragonal). A primeira e a Ultima, sdo as duas formas que sao ativas para
a fotodegradacdo pois apresentam absorcdo de luz na regido do
ultravioleta, tornando essa material um 6timo fotocatalisador (STENGL et
al., 2007).



22

Figura 5 - Estrutura cristalina do TiO; nas trés formas diferentes (a) anatase (b)
brookita (c) rutilo.

Fonte: (STENGL et al., 2007)

O TiO2 é encontrado em larga escala na crosta terrestre, tornando-
se assim um produto vidvel economicamente. Além disso, por ser um
composto atoxico e com baixa solubilidade, o TiO2 vem sendo utilizado para
estudos sobre tratamento de efluentes industriais. Isso acontece devido a
capacidade desse O6xido em destruir a parede celular de microrganismos,
causando a morte celular e consequentemente a diminuicdo destes no meio
em questao (IRELAND et al., 1993).

Como o TiO2 € um material semicondutor, a absor¢cdo de fotons
com energia superior ao seu bandgap, que é o espaco entre a banda de
valéncia (BV) e banda de conducéo (BC), promove um elétron da BV para
a BC, formando portadores tipo lacunas (h*) na BV e portadores tipo
elétrons (e) na BC. Esta caracteristica torna o dioxido de titanio um
fotocatalisador (PODPORSKA-CARROLL et al., 2015). Tal processo vem
sendo estudado desde 1972, quando os pesquisadores Honda e Fujishima
(FUJISHIMA; HONDA, 1972) com o intuito de produzir combustiveis mais
baratos, utilizaram células fotoquimicas para transformar energia solar em
energia quimica e estudaram a oxidacdo da agua nessas células para a
producédo de H2 e O2 (NOGUEIRA; JARDIM, 1998).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 FILMES DE TiO2 CRESCIDOS EM MEIO DE ACIDO FOSFORICO

Os filmes utilizados no presente trabalho foram sintetizados
previamente por (SIKORA, 2011), onde formam avaliados os seguintes
parametros de sintese: densidade de corrente, temperatura e concentracao
de HsPOa que foi utilizado como eletrolito. As condigbes experimentais de

sintese de cada filme estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1: Parametros utilizados para a sintese dos filmes de TiO2

Filmes Densidade de Temperatura Concentracao de
corrente (j) H3POa4
(°C)

(MA cm?) (mol LY)
F1010005 10 10 0,05
F2010005 20 10 0,05
F1020005 10 20 0,05
F2020005 20 20 0,05
F101005 10 10 0,5
F201005 20 10 0,5
F102005 10 20 0,5
F202005 20 20 0,5

Fonte: Sikora (2011)
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4.2 ESTUDO DA INATIVACAO DA BACTERIA S. AUREUS

4.2.1 PRE-CULTIVO DA CEPA

Para o cultivo da cepa, foi utilizado uma cepa padréo de S.aureus
com ATCC 25923, onde se trabalhou com o microrganismo puro. Com essa
cepa padréo foram feitos repiques para se utilizar no decorrer do estudo.
Para o repique foi pego uma alcada de células do microrganismos puro e
foi transferido para placas devidamente esterilizadas e com o meio ja
solidificados de Brain Heart Infusion Broth (BHI) da marca Acumedia mais
o 4gar-agar da Merck. Foram feitas estrias nas placas e deixadas em esfufa

bacteriolégica a 37 °C overnight.

4.2.2 ENSAIOS FOTOCATALITICOS

Para os ensaios fotocataliticos, a bactéria S. aureus ATCC 25923
que foi utilizada foi a do pré cultivo descrita a cima, onde foi reativada em
caldo BHI, preparado conforme as instru¢bes do fabricante (37 g/L), e
incubado a 37 °C overnight. Em seguida, o caldo foi centrifugado a 2500
rpm por 20 min e a massa celular foi ressuspendida em solugéo salina 0,9%.
A padronizacdo do microrganismo foi feita utilizando escala de Mc Farland
0,5, onde foram adicionados em tubos de ensaio, 9,95 mL de Acido
Sulfarico (H2S04) (1%) e 0,05 mL de Cloreto de Bario (BaClz) (1%), onde a
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guantidade de BaCl2 colocada em solugéo de H2SO4 provoca a turvacgéo da
solugdo, onde medindo em UV-Vis em 600 nm obtendo-se uma
absorbancia de 0,113, o que corresponde a 108 UFC/mL do microrganismo
no inicio do processo.

No reator fotoquimico, como descrito na Figura 6, foram diluidos 20
mL da suspensdo microbiana em 200 mL de Caldo BHI, atingindo
concentragdo celular final no reator de 108 UFC/mL. O reator fotocatalitico
foi mantido sob agitacdo constante durante 2 horas de reacéo, para todos
0S ensaios realizados, tanto para fotolise, controle e para os filmes da
Tabela 1.

Para a inativacdo das bactérias, utilizou-se uma lampada de luz UV
com comprimento de onda de 257 nm e intensidade de 116 pW cm-2. Foram
retiradas aliquotas de 1 mL, em intervalos de 20 minutos, durante 2 horas
de reacdo. Em seguida, foram feitas diluicbes seriadas e entdo foram
retirados 100 pL (das diluicBes selecionadas) para serem plagueados pelo
método spread plate (método de superficie) em agar BHI. O plaqueamento
de todas as aliquotas foi realizado em triplicata. As placas foram incubadas
em estufa bacteriologica, em temperatura de 37 °C por 24 horas e
posteriormente, foi realizada a contagem das unidades formadoras de

colénia (UFC). Os resultados foram expressos em UFC/mL de bactérias.
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Figura 6 - Reator utilizado para a inativagcdo da bactéria S. aureus

4.3.3 FLUXOGRAMA DO PROCESSO

Repique da Pegar uma alcada da massa Transferir o caldo
cepa pura de —_— celular crescida na placa e . para tubos falcon e
S.aureus deixar transferir para 50 mL de centrifugar por a
a 37°C por 24h caldo BHI e deixar a 37°C 2500 rpm por 20 min
Diluir 20 mL da Padronizar com- Ressuspender em
suspensao microbiana forme a escala Mc solugéo salina 0,9%,
em 200mL de caldo Farland 0,5 108 D E— e centrifugar por a
BHI (10% UFC/mL) UFC/mL 2500 rpm por 20 min
Retirar alicotas Fazer diluicdes seriadas e Plaquear em triplicata e
de 1 mL a cada retirar 100 pL para serem deixar a 37°C por 24h,
—_—

20 min durante plagueados método de fazer a contagem de
2h superficie em &gar BHI UFC/mL
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO

Os filmes sintetizados conforme a Tabela 1 foram caracterizados em
trabalhos anteriores (SIKORA, 2011), por microscopia eletrbnica de
varredura (MEV) , utilizando como fonte emissora de elétrons, um emissor
de efeito de campo (FEG). As fotomicrografias estdo apresentadas na
Figura 7.

Conforme demonstrado na Figura 7, houve grande diferenca na
morfologia dos filmes que foram sintetizados em uma menor concentracéo
de HsPOas quando comparados aos que foram obtidos em uma maior
concentracdo do &cido (Tabela 1 e Figura 7). Nota-se que a formacéo de
poros de TiO2 foi mais evidente e apresentou menos irregularidades para
os filmes que foram sintetizados com maior concentracao do eletrdlito (0,5
mol.L* de H3POu).

Filmes crescidos em altas concentracdes de HsPO4 apresentam alta
resistividade. Além disso, durante o crescimento foi observada a emisséo
de sparks (SIKORA, 2011). A regido adjacente ao evento de spark
apresentou alta cristalinidade (SIKORA et al., 2015) o que pode ser
comprovado pela analise dos difratogramas dos filmes analisados,

conforme demonstrado na Figura 8.
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Figura 7 — Micrografias das amostras obtidas de acordo com as condi¢cdes
descritas na Tabela 1

Fonte: Adaptado de (SIKORA, 2011)

Os filmes sintetizados também foram submetidos a caracterizacéo
microestrutural, previamente realizados por Sikora (2011), utilizando a
técnica de difracdo de raios-X. Tais resultados podem ser visualizados nos
difratogramas da Figura 8, onde o pico assinalado por (*) corresponde a
fase anatase, e os demais sdo referentes aos substrato dos filmes
sintetizados a base de titanio.
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Figura 8 - Difratogramas dos filmes de TiO, sintetizados por PEO de acordo com
as condi¢cdes experimentais apresentadas na Tabela 1.

Fonte: Adaptado de (SIKORA, 2011).

ApoOs caracterizado por MEV e DRX, os filmes foram submetidas a

ensaios fotocataliticos para avaliar a fotoatividade.

5.2 ATIVIDADE FOTOCATALITICA

Para o estudo da inativacdo da bactéria Staphylococcus aureus,
incialmente foram realizados dois experimentos controle, o primeiro foi feito
inoculando o microrganismo em meio reacional (caldo BHI), sem incidéncia
de luz UV (controle escuro), e o segundo foi realizado expondo o

microrganismo as mesmas condi¢fes citadas anteriormente, porém com a
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incidéncia de luz UV e sem a presenca do fotocatalisador (fotélise). Sendo
assim, conseguiu-se observar o comportamento do sistema na presenca e
na auséncia de luz UV, sem a interferéncia dos materiais fotocatalisadores,
conforme demonstrado na Figura 9.

Na curva controle, verificou-se crescimento do microrganismo na
auséncia de luz, durante todo o processo de 120 min. Por outro lado, a
curva da fotdlise promoveu grande inativacdo da bactéria durante todo o
experimento.

Nas figuras 10 e 11, estdo apresentadas fotografias das placas
contendo as contagens das UFC/mL de S. aureus, verificadas para as
amostras coletadas durante os experimentos controle no escuro e fotdlise.
Nestas, evidenciam-se a manutencdo e aumento das UFC para o controle
escuro (Figura 10) e o decréscimo das UFC de S. aureus, ou seja,

ocorréncia de lise celular para o processo de fotolise (Figura 11).
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Figura 9 - Curva da fot6lise e do controle no escuro demostrando o perfil de
crescimento/inativacéo de S. aureus em funcéo do tempo de reacéo.

Figura 10 — Contagens de UFC de S. aureus observadas para a curva controle no
escuro, durante os 120 min de reacgao.
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Figura 11 - Contagens de UFC de S. aureus observadas para a curva controle por
fotolise, durante os 120 min de reacéo.

A eficiéncia do processo foi estabelecida através da Equacédo 5
(CORDEIRO; LEITE; DEZOTTI, 2004), onde calculou-se a taxa de
mortalidade de S. aureus ap0os os 120 min de experimento. Nesta equagéo,
No representa o nimero de células vivas iniciais e ns0 niumero de células

vivas ao final do processo.

% 1100 = eficiéncia (%) ©)

Conforme a Equacéo 5, a eficiéncia encontrada para o processo de
fotdlise foi de 98,09%, o qual foi muito eficiente na inativagdo de S. aureus.
A inativacdo da bactéria por fotolise foi comparada com a inativacao por
fotocatélise. O perfil da inativacdo de S. aureus na presenca dos

catalisadores (fotocatéalise) pode ser observado na Figura 12.
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Para a interpretacdo dos resultados da inativacdo de S. aureus, foi
calculada a constante de velocidade da reacdo (k), a qual é representada
graficamente pelo coeficiente angular da curva log[(UFC/mL)/(UFC/mL)o]
versus tempo, conforme apresentado na Figura 12. A reagéo foi tratada
como pseudo-primeira ordem (VALERIA; YOKOYAMA, 2006), seguindo o
mecanismo de Langmuir. Os resultados calculados para as constantes
cinéticas de todas as curvas, incluindo a fotolise, sdo apresentados na
Tabela 2.

Os filmes que apresentaram uma melhor atividade fotocatalitica,
F1010005, F2020005, F101005, F201005, F102005, foram os quais
apresentaram uma constante de velocidade maior que a da fotolise, e os
de resultados inferiores ao do processo de fotolise, F2010005, F1020005,
F202005, foram os quais apresentaram uma constante de velocidade

inferior, obtendo uma menor eficiéncia.
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Figura 12- Curvas de inativacéo de S. aureus.

Na Figura 13 estdo apresentadas as fotografias das placas contendo
as contagens de UFC de S. aureus no inicio (t=0) e no fim da reacéo (t=120
min.) para os experimentos de inativacdo da bactéria por fotocatalise
utilizando os filmes de TiO2 sintetizados em diferentes condi¢des
experimentais. Como pode-se notar, os filmes apresentaram alta eficiéncia

na inativacdo da bactéria em 120 minutos de reacgao.
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Figura 13 — Contagens de UFC referentes a inativacao de S aureus durante os 120
min de reacdo fotocatalitica, utilizando os diferentes filmes de TiO; sintetizados.
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Tabela 2: Paramentros cinéticos, microestruturais e morfolégicos das

amostras
Amostra k Tamanho do Tamanho do Eficiéncia
(min) poro cristalito %)
(um) (A)

F1010005 0,01489 0,220 4,18 98,15%
F2010005 0,01221 0,264 4,18 97,18%
F1020005 0,0087 0,200 4,51 89,80%
F2020005 0,01731 0,268 4,16 99,72%
F101005 0,02711 0,807 5,44 99,91%
F201005 0,01914 0,968 4,56 99,51%
F102005 0,01697 1,668 6,73 98,85%
F202005 0,00129 1,028 2,83 97,59%

A constante de velocidade encontrada para a fotélise foi de 0,01412
min-t, comparando com as amostras F1010005, F2020005, F101005,

F201005, F102005, a constante de velocidade foi maior, tendo um valor

maximo de 0,02711 min! para a amostra F101005. Sendo assim, pode-se

observar

que estas amostras comportaram-se efetivamente como

fotocatalisadores, enquanto as amostras F2010005, F1020005, F202005, o

material semicondutor apresentou efeito oposto, diminuindo a eficiéncia do

processo em relagcdo a amostra controle de fotélise, tornando-se um inibidor

no processo de inativagdo da bactéria (Tabela 2 e Figura 12). A eficiéncia
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de cada curva de inativacao foi calculada e os resultados sao apresentados
na Tabela 2.

A morfologia dos filmes foi submetida a analise quantitativa do
didametro de poro, utilizando o software ImageJ, realizado em trabalhos
anteriores (SIKORA, 2011). Os resultados encontrados, também
apresentados na Tabela 2, podem ser analisados na forma de um gréafico
paramétrico onde pode-se investigar o comportamento da constante
cinética (Figura 14) e da eficiéncia (Figura 15) em funcdo do diametro de

poros.
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Figura 14 - Influéncia do Diametro de poro na constante de velocidade.
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Figura 15 - Influéncia do diametro de poro na fotoatividade dos filmes sintetizados.

Analisando a Figura 14, onde é apresentada a relacdo do diametro
de poro versus a constante de velocidade da reagao, pode-se observar que
ndo houve uma tendéncia nos resultados, pois os valores de R?
encontrados em cada curva ndo possuem linearidade, porém, em se
tratando de degradacédo de microrganismos esses resultados apresentam-
se satisfatorios.

A analise da Figura 15 mostra que ha um comportamento
caracteristico da eficiéncia de inativagdo do microrganismo em funcéao do
didametro de poro. A amostra que apresentou o menor diametro de poro (0,2
um), foi também a qual apresentou a menor eficiéncia do processo,
apresentado na Figura 15. Apesar de filmes com baixos valores de diametro
de poro apresentarem alta area superficial ativa para a fotocatalise, como o

tamanho das bactérias pode variar de 0,2 a 1,0 micrometros (MADIGAN et
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al., 2006), as bactérias ndo conseguem penetrar nos poros, sub-utilizando
a parte ativa do filme. J4 os filmes que com didmetro de poro maior,
permitiram a entrada da bactéria no interior dos poros, apresentando melhor
taxa de inativacdo das bactérias, uma vez que pode-se utilizar uma parcela
maior da area fotoativa dos filmes.

Os filmes também foram caracterizados por difracdo de raios-X e os
resultados foram quantificados em relacdo ao tamanho de cristalito, de
acordo com a Equacao 6, derivada por Scherrer (SCHERRER, 1918).

09 ©
' T B coso

Onde T € o didametro do cristal, A € o comprimento de onda do raio-X
incidentes no qual foi utilizado 1,54A; Bé a largura do pico na meia altura e
8 é o angulo de Bragg dado em graus. Estes dados séo extraidos do pico
principal da fase anatase conforme mostrado na Figura 16. Os resultados

desta analise quantitativa também sdo apresentados na Tabela 2.
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significado.

As constantes cinéticas e a eficiéncia do processo de inativacao de
S. aureus também podem ser analisados em funcdo do tamanho de

cristalito. Estes dados séo apresentados na forma de graficos paramétricos

mostrados na Figura 17 e 18.



41

0,030

MW F101005
0,025 <
=
E 0,020
. W F201005
2 W F2020005
=]
g 0,015 B F1010005
E MF2010005
8 0,010 4
s M F1020005 n
= F102005
« 0,005 <
(2]
5
o W F202005
0,000 -
L] v ) v ) v L) v L]
3 4 5 6 7

Tamanho de Cristalito (A)

Figura 17 - Influéncia do Tamanho do Cristalito na constante de velocidade.

A Figura 17 representa a tendéncia encontrada pela constante de
velocidade da reagcéo em relacéo ao tamanho de cristalito. Entretanto, como
o calculo da constante de velocidade € derivado da linearizacdo da curva
de inativacdo em funcéo do tempo e esta apresentam valores baixos de R?,
realizou-se o estudo dos parametros estruturais em funcéo da eficiéncia do
processo de inativagdo do microrganismo, como pode ser observado na

Figura 18.
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Figura 18 - Influéncia do tamanho do cristalito dos filmes sintetizados na eficiéncia
do processo fotocatalitico de inativacdo de S. aureus.

A Figura 18 apresenta a influéncia do tamanho do cristalito em
relacdo a eficiéncia do processo, onde os dados encontrados, conforme a
Equacao derivada por Scherrer, variaram entre 2,83 a 6,73 A.com excecao
da amostra F1020005, que apresentou 89,80% de eficiéncia, as demais
amostras apresentam uma tendéncia linear do aumento da eficiéncia em
funcdo do tamanho de cristalito.

A formacao dos cristais de 0xido ocorre pelo fendmeno de ruptura
eletrolitica, gerando uma elevada energia que € liberada em forma de luz e
calor (sparks). Conforme demonstrado por Parkhutik e seus colaboradores
(1992), o aumento da concentracdo de eletrolito faz com que esse processo
de ruptura se intensifigue (PARKHUTIK; ALBELLA; MARTINEZ-DUART,
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1992). Diante disso, percebeu-se que a maioria das amostras que
continham maior concentragdo de HsPOs, foram também as que
apresentaram valor mais elevado para o tamanho de cristalito (Figura 8).
Este resultado mostra que existe um efeito misto entre o diametro de
poro e o tamanho de cristalito do 6xido no processo de inativacdo da
bactéria S. aureus. Em trabalho publicado anteriormente por Sikora e
colaboradores (SIKORA et al., 2011), os autores propuseram que a regiao
de contorno de grao dos cristais de O6xido atua como centro de
recombinacdo de portadores e/h* (elétron/lacuna), diminuindo a eficiéncia
do material. Sendo assim, quanto maior é o tamanho do cristal formado na
sintese, menor vai ser a quantidade de centros de recombinacao e maior a

fotoatividade.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados apresentados neste trabalho mostram que existe um
efeito significativo da morfologia e da microestrutura na fotoatividade dos
filmes de TiOo.

A capacidade de inativagdo fotoquimica est4 relacionada a tamanho
do didmetro de poro capaz de permitir a entrada dos microrganismos no
interior da estrutura porosa dos filmes, portanto, os filmes que
apresentaram um didmetro de poro inferior tiveram sua area ativa sub-
utilizada, diminuindo entéo a eficiéncia do processo.

A andlise da eficiéncia em funcdo do tamanho de cristalito mostrou
gue ha um aumento na fotoatividade dos filmes em funcdo do aumento do
tamanho de cristalito, pois h4 uma diminuicdo na densidade de regides de
contorno de grao e portanto, um decréscimo nos centros de recombinacao
de pares e/h*, aumentando sua efetividade no processo de inativacao de
S. aureus.

Sendo assim os filmes que apresentaram os melhores resultados
para o processo fotocataliticos, F1010005, F2020005, F101005, F201005,
F102005, foram quais apresentaram um diametro de poro de tamanho
suficiente para que a bactéria conseguisse entrar e ndo sub-utilizar a parte
ativa do material, e foram sintetizados em concentragcdes maiores, por
aumentando essa concentracdo de eletrélito fez com que aumentasse o
tamanho do cristal e diminuisse o processo de recombinacéo de pares e
/h*.
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