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RESUMO

O cobre é um metal com larga aplicagédo na histéria, sendo muito utilizado atualmente
como forma de conduzir eletricidade, entretanto, as suas propriedades vao além disto,
sendo empregado também como um material sanitario com propriedades
antimicrobianas e antivirais. Esta propriedade em particular foi pesquisada e analisada
para aplicacdes de materiais antimicrobianos e antivirais de variadas formas, entre
elas a aplicacao de filmes compdsitos com microparticulas do metal, a qual o presente
trabalho pretende aplicar e explorar com um patoégeno fungico, a Candida albicans.
Estas microparticulas de cobre apresentam propriedades fotoreativas, que com base
na literatura, podem ser ampliadas pela acdo da luz. Os filmes compdsitos sdo
formados em geral por uma matriz polimérica e um aditivo, que dispde de uma
propriedade a ser aplicada, neste contexto, filmes compdsitos com cobre apresentam
propriedades intrinsecas a este metal, além disto, a escolha de uma matriz polimérica
diz respeito a que tipo de comportamento se espera do filme, com isso, a escolha de
polimeros com biodegradabilidade e resisténcia mecanica foram parte fundamental
para definir a matriz polimérica que melhor se enquadrava para a proposta deste
trabalho. Como matriz polimérica, foram escolhidos o PVA e o PMMA, sendo 2,5%
m/v para ambos em Dimetilformamida, diluidos a 100°C por 4 horas sob agitacao
constante, com base na literatura foi utilizado uma concentragdo de 2% m/v de cobre
disperso através de ultrassonificacdo na solucdo polimérica, desta forma, foram
produzidos dois filmes, correspondendo ao branco, sem cobre, e 0 compdsito, com
cobre. Para caracterizacdo do filme compdsito foram utilizadas técnicas como MEV-
EDS, DRX, UV-Vis, FTIR e GDOES, e para avalicdo da atividade antifungica contra
Candida albicans sob efeito da luz branca e a auséncia de luz, foi utilizada um
procedimento adaptado da norma JIS Z 2801. Por meio destes ensaios, foi verificado
qgue o filme possui espessura média de 65,3 um, com sinais de cobre reportados ao
longo da camada mais externa do filme, porém, em maiores concentracdes internas,
verificou-se também que o PVA e PMMA se encontram presentes, sendo possivel
caracteriza-los através dos picos de absorcao nas analises de FTIR. Para os ensaios
antifingicos realizados em diferentes condi¢des de iluminacéo, foi perceptivel que o
filme obteve uma acao antifiungica e que essa propriedade foi ampliada pela presenca
de luz, sendo considerado um resultado promissor para futuras aplicacoes.

Palavras-chave: Cobre; Filme; Compdésito; Antifingica; Luz; Candida albicans; PVA;
PMMA.



ABSTRACT

Copper is a metal with wide application in history, being widely used today as a way to
conduct electricity, however, its properties go beyond this, being also used as a
sanitary material with antimicrobial and antiviral properties. This property in particular
was researched and analyzed for applications of antimicrobial and antiviral materials
in various ways, including the application of composite films with metal microparticles,
which the present work intends to apply and explore with a fungal pathogen, Candida
albicans. These copper microparticles have photoreactive properties, which, based on
the literature, can be amplified by the action of light. Composite films are generally
formed by a polymeric matrix and an additive, which has a property to be applied, in
this context, composite films with copper have properties intrinsic to this metal, in
addition, the choice of a polymeric matrix concerns what type of behavior is expected
from the film, therefore, the choice of polymers with biodegradability and mechanical
resistance were a fundamental part of defining the polymeric matrix that best suited
the purpose of this work. As a polymeric matrix, PVA and PMMA were chosen, with
2.5% wl/v for both in Dimethylformamide, diluted at 100°C for 4 hours under constant
agitation, based on the literature, a concentration of 2% w/v was used. v of copper
dispersed through ultrasonification in the polymeric solution, in this way, two films were
produced, corresponding to the white one, without copper, and the composite, with
copper. To characterize the composite film, techniques such as SEM-EDS, XRD, UV-
Vis, FTIR and GDOES were used, and to evaluate the antifungal activity against
Candida albicans under the effect of white light and the absence of light, a procedure
adapted from the standard was used. JIS Z 2801. Through these tests, it was verified
that the film has an average thickness of 65.3 uym, with signs of copper reported along
the outermost layer of the film, however, at higher internal concentrations, it was also
verified that the PVA and PMMA are present, making it possible to characterize them
through absorption peaks in FTIR analyses. For the antifungal tests carried out under
different lighting conditions, it was noticeable that the film had an antifungal action and
that this property was amplified by the presence of light, being considered a promising
result for future applications.

Keywords: Copper; Film; Composite; Antifungal; Light; Candida albicans; PVA,
PMMA.
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1 INTRODUGAO

O cobre € o vigésimo nono elemento da tabela periédica, um metal de transicédo
obtido por dois tipos de processos subsequentes a sua mineracdo, O pProcesso
pirometallirgico e o hidrometalirgico (ANDRADE, et al. 1997). Possuindo extrema
relevancia para o desenvolvimento da humanidade em diversos segmentos do
conhecimento, registros histéricos apontam sobre seu uso ha mais de trés mil anos, e
que atualmente tem como principal atribuicdo, devido as suas propriedades, a
utilizacdo como um bom condutor de eletricidade. A partir disto, com o passar da
revolucao cientifica, diversas propriedades interessantes do cobre foram descobertas,
entre elas, destaca-se o seu potencial uso como um material biocida.

Esta importante propriedade, despertou o interesse de pesquisadores durante
o decorrer da Pandemia de SARS-CoV-2, onde, mediante esforgos cientificos globais,
muitos materiais passaram a ser desenvolvidos buscando minimizar os efeitos
causados pelo virus, e por outros patdgenos flungicos causadores de epidemias como
espécies pertencentes ao género Candida (WHO, 2022). Desta forma, buscaram-se
aditivos sintéticos ou naturais a serem incorporados em diferentes substratos, que de
alguma forma, pudessem desenvolver essa atividade antimicrobiana e antiviral. Entre
os aditivos que ganharam relevancia, destacam-se a utilizacdo de microparticulas de
cobre, nanoparticulas de cobre e microparticulas de 6xido de cobre na incorporacao
de materiais como  polimeros, cerdmicas, metais e = compositos
(BALASUBRAMANIAM, 2021).

Diante disso, encontram-se na literatura trabalhos que apresentaram bons
resultados quando incorporadas as nanoparticulas de cobre em matrizes poliméricas
tais como, cloreto de polivinila (PVC), fluoreto de polivinilideno (PVDF) (PALZA,
QUIZADA; DELGADO, 2015), alcool polivinilico (PVA) e polimetilmetacrilato (PMMA)
(SCHIO, 2023) exibindo comportamento antifingico e antibacteriano. O mecanismo
por tras deste comportamento revela que compdsitos, produzidos a base de uma
matriz polimérica e nanoparticulas de cobre, sdo capazes de liberar ions com mais
eficiéncia propiciando um melhor desempenho da atividade antimicrobiana (PALZA,
QUIZADA; DELGADO, 2015).

Entre os filmes compdsitos em potencial para a aplicacdo das nanoparticulas
de cobre, podem ser citados os filmes a base de PVA pelo seu teor de

biodegradabilidade e ser soluvel em agua e os filmes a base de PMMA devido a sua



elevada dureza, resisténcia quimica e transparéncia (HARPER, 2002). Em
complemento as propriedades dos polimeros, o compdsito com nanoparticulas de
cobre pode ter suas propriedades biocidas ampliadas por irradiagdo, uma vez que o
cobre se trata de um metal fotoativo, tornando-o um material com elevado grau de
interesse cientifico para sistemas de desinfeccéo.

Entretanto, se torna uma matéria de pesquisa desafiadora em virtude da
escassez de bibliografia disponivel na &rea, no que se refere a filmes compadsitos com
atividade antifingica que avaliam o efeito da luz contra o patégeno, onde, a sua
eficiéncia na atividade biocida na auséncia ou presenca de luz ainda € pouco discutida
e ndo muito relatada, e que tornam as pesquisas na area fundamentais para a
explicagéo do fenébmeno (GHOSH, 2018; VINCENT, et al. 2018) e muito atrativas para
a indastria hospitalar e sanitaria. E importante ressaltar que, o mercado de
revestimentos antimicrobianos foi alavancado pela Pandemia de SARS-CoV-2, tendo
movimentado, de acordo com Balasubramaniam, et al. 2021, cerca de US$ 4,19
bilhdes, com uma taxa de crescimento anual composta adicional de 12,1%,
considerando 0s cinco anos anteriores.

Nesse contexto, o presente trabalho busca avaliar a eficiéncia da atividade
antifangica sobre o crescimento micelial do fungo, entre muitos, causador da
candidiase, a Candida albicans, na auséncia ou presenca de luz, em um filme
compoésito com base polimérica resultante da combinagdo entre &lcool polivinilico

(PVA) e polimetilmetacrilato (PMMA) com a insercdo de nanoparticulas de cobre.
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1.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da luz branca na atividade antimicrobiana de um filme compasito
a base de alcool polivinilico e polimetilmetacrilato com particulas de cobre sobre o

crescimento de Candida albicans.

1.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Para alcancar o objetivo geral, foram definidos os objetivos especificos:

a) desenvolver filmes compdsitos a partir da incorporacdo das particulas comerciais

em matriz polimérica por drop casting;

b) caracterizar os filmes compdsitos obtidos quanto a banda proibida, composicéo e

disposicao das particulas metélicas, e morfologia do filme sobre o substrato;

c) avaliar a fotoatividade fungicida in vitro dos filmes compdsitos no combate ao fungo

Candida albicans na auséncia de luz ou sob iluminag&o por luz branca;
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 COBRE

O cobre é um metal que vem sendo utilizado ha cerca de 10.000 anos, sendo
considerado o primeiro metal utilizado em larga escala pela humanidade. Todas as
grandes culturas e civilizagbes do passado, incluindo a suméria, a egipcia, grega,
romana e a chinesa, usaram o cobre e suas ligas, principalmente bronze e latdo, para
areas decorativas e utilitarias, como a medicina por exemplo, em termos biocidas. A
partir do medievo e da Renascenca, o cobre passou a ser utilizado com fins militares
e artisticos, quando utilizado para a fabricagéo de sinos e estatuas de igrejas (DAVIS,
2001).

No entanto, foi a partir da Revolugao Industrial que a utilizagdo do cobre passou
de um simples instrumento decorativo para um metal essencial para o sistema
produtivo que se instalava nos grandes centros urbanos, sua produgédo e
processamento ganharam escalas de niveis globais, passando a ser um dos
elementos mais importantes para o crescimento econébmico (FREUDENBERGER;
WARLIMONT, 2018). O dominio do eletromagnetismo veio como uma revolugao
cientifica inigualavel, sendo, o cobre seu principal responsavel, devido as suas
propriedades unicas referentes a essas areas. Grandes descobertas surgiram nesse
periodo, como a indugédo eletromagnética por Michael Faraday em 1831, o efeito
fotoelétrico por Becquerel em 1839, assim como grandes invengdes, o dinamo elétrico
por Werner von Siemens em 1866, e o registro da patente da lampada elétrica por
Thomas Edison em 1878 (DAVIS, 2001).

Aimportancia industrial levantada pelo cobre nos séculos XX e XXI foi ampliada
pela implementacdo da combinacdo de materiais, formando ligas e desenvolvendo
novas propriedades, pois o0 cobre € um metal com facilidade em formar ligas com
outros elementos (DAVIS, 2001). Essas novas atribuicbes, por meio da incorporagéo
do cobre em ligas metélicas, propiciaram a utilizagdo deste material em areas de
construgao civil, e nas engenharias existentes dos setores automotivos, maritimo,
quimico, eletrbnico e biolégico (RODRIGUES; SILVA; GUERRA, 2015). O
desenvolvimento continuo desses setores, no que diz respeito a areas como,

semicondutores, fotoeletricidade, eletrdnicos e por ultimo, devido a pandemia,
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sanitarios e hospitalares, em grande escala serdo capazes de garantir que o cobre
continue a ser um material essencial para o futuro.

Na atualidade, o cobre é obtido por processos hidrometalurgicos e
pirometalurgicos, dado pelo uso de altas temperaturas para a obtengédo do metal puro.
No processo pirometalurgico, o cobre bruto precisa ser purificado por eletrdlise, neste
processo, o cobre impuro é utilizado como anodo e o cobre puro como catodo, onde
ambos seréo imersos em uma soluc&o de acido sulfurico contendo ions de cobre (II).
Dessa forma, os metais presentes na amostra, mais reativos que o cobre (como ferro
e zinco, por exemplo), oxidam e permanecem em solugdo na forma ibnica. Em
contrapartida, os metais menos reativos (prata e ouro) ndao oxidam no anodo
(RODRIGUES; SILVA; GUERRA, 2015). Tendo dessa forma, como resultado do
processo, a passagem do cobre puro do anodo para o catodo, os subprodutos desse
processo que possuem alto valor agregado sdo vendidos a parte. Os principais
mineradores de cobre no mundo sdo Estados Unidos, Peru, China, Australia,
Indonésia e Chile, sendo este ultimo o detentor da maior reserva de cobre do mundo.
Como forma de ampliar e explorar suas propriedades, atualmente existem mais de mil
ligas de cobre registradas, com empregabilidade em diversos setores (DAVIS, 2001).
Segundo a Agéncia Nacional de Mineracgao, de 2010 a 2022 o cobre obteve um claro
crescimento em sua produc¢ao, rendendo 14 bilhdes de produto beneficiado em 2022,

a Figura 1 seguir apresenta esse desenvolvimento.

Figura 1 - Producgao de cobre nas minas nacionais em milhdes de toneladas nos
ultimos 10 anos
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Fonte: Agéncia Nacional de Mineracao (2023).
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2.1.1 Propriedades do Cobre

O cobre € um metal que apresenta ductibilidade, maleabilidade e coloracéo
avermelhada, quando combinado com outros elementos possui numeros de oxidagao
da ordem de +1, +2 e +3, este ultimo sendo mais raro de ocorrer. Quando combinado
com estanho, forma o bronze, ganhando boa resisténcia a oxidagdo, e boa
condutividade elétrica, e junto do zinco, formam as ligas de latdo, que possuem
também boa resisténcia a oxidagdo e maleabilidade (FREUDENBERGER;
WARLIMONT, 2018). O cobre e suas ligas sao utilizados principalmente devido a sua
baixa resistividade elétrica e alta condutividade térmica, a temperatura ambiente
(T=23 °C), por exemplo, sua resistividade é de 16,78 nQ.m, considerada umas das
melhores entre os metais levando em consideragdo o custo e beneficio, e uma
condutividade térmica equivalente a 1401 W.m'.°C", o que o torna o preferido para
as tubulagcdes de trocadores de calor (DAVIS, 2001; FREUDENBERGER;
WARLIMONT, 2018).

O 6xido de cobre | (Cu20) e 6xido de cobre Il (CuO), formas em que o metal
encontrado na natureza, sdo semicondutores do tipo-p com bandas de valéncia que
variamde 2,0a2,5¢eV e 1,2 e 1,5 eV, respectivamente. No que diz respeito ao Cu20,
0 o6xido tem sido procurado como alternativa de semicondutor para ceélulas solares,
devido a sua abundancia na crosta terrestre e boa condutividade, além de boa
estabilidade quimica, com alta mobilidade de elétrons (CHATTERJEE; SAHA; PAL,
2016; RAJENDRAN et al., 2020).

2.1.2 Fotoatividade do cobre e seus derivados 6xidos

Metais, como muitos outros materiais, absorvem a radiac&o incidente em um
espectro especifico, propiciando efeitos e propriedades muito distintas, como por
exemplo, a influéncia da luz sobre a atividade antimicrobiana, que ocorre por meio da
fotocatalise. Este processo fotocatalitico produz reacdes de oxirreducao na superficie
do material, onde serdo formadas espécies reativas de oxigénio ou ROS, que sao
reportadas como responsaveis pela eliminacdo de microorganismos e virus causando
estresse oxidativo na parede celular ou membrana proteica para o caso de virus

(NOSAKA, 2017). O mecanismo € explicado pela Figura 2 a seguir.
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Figura 2 - Esquema ilustrativo de como ocorre a fotocatalise por irradiagao
3 , | Reducao
BC h+ u 4

2 Eg
1

BV e c)xidagﬁo
4

Fonte: Adaptado de Colmenares e Xu, 2016.

As quatro etapas do processo sao definidas como: (1) a absorc¢ao da irradiagcao
de luz em comprimentos de onda; (2) excitacdo dos elétrons da banda de valéncia
(BV) para a banda de conducéo (BC) do semicondutor; (3) transporte dos pares de
elétrons gerados para a superficie do semicondutor, e por ultimo; (4) as reacdes de
reducdo e oxidacdo que promovem a geragao de ROS (SCHIO, 2023;
COLMENARES; XU, 2016).

Através desse fendmeno, a procura tem-se intensificado por mecanismos
fotocataliticos que tenham baixo custo e desenvolvam essa atividade antimicrobiana,
sem a adicdo de oxidantes quimicos ou demais compostos que possam agregar
problemas para as demais propriedades do material, além disso, possibilitando o uso
de uma fonte de energia renovavel e econémica, a energia solar, nesse contexto a
utilizacao do cobre e seus derivados 6xido € mais do que justificada, visto que as
faixas de banda proibida destes materiais se enquadram para tal aplicagao (SCHIO,
2023; COLMENARES; XU, 2016).

Em Ditta et al.(2008), desenvolveu-se um filme de TiO2/CuO, depositado via
Ap-CVD (Atmospheric pressure Chemical Vapor Deposition), para testar a atividade
antimicrobiana do filme contra Escherichia coli sobre a influéncia da fotocatalise, e
como resultado foi possivel observar um melhor desempenho do filme sob o efeito da
luz. Em Hajipour et al., (2021) nanoparticulas de TiO2 foram dopadas com
nanoparticulas de cobre, reportando que a dopagem aumentou a absorgao de luz do
material na regido do visivel, sua atividade foi avaliada contra Staphylococcus aureus
e Escherichia coli na auséncia e na presenca de luz, observando-se superioridade das

amostras dopadas e irradias com luz visivel em relacdo as amostras puras de TiO2.
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2.1.3 Atividade antimicrobiana do cobre e seus derivados 6xidos

No ano de 2020, com a crescente de casos da SARS-CoV-2, destacou-se o
potencial uso de superficies para desinfecgdo fotoreativas com aditivos metalicos,
entre eles o cobre e seus derivados 6xido de cobre | e Il, devido a sua propriedade
antimicrobiana. Trabalhos como de Behzadinasab et al. (2020), onde foi desenvolvido
um revestimento de poliuretano com microparticulas de Cuz20, depositadas em vidro
e aco inoxidavel de uso comum, testadas contra o virus SARS-CoV-2 e apresentando
por subsequente boa atividade antiviral, outro estudo desenvolvido na area por
Warnes, Little e Keevil (2015), foram expostos coronavirus-229E humano a
superficies de cobre por 10 a 30 minutos, relatando uma eficacia do material contra o
patdgeno, como pode ser visualizado na Figura 3 a seguir, a marcacao em forma de
estrela indica cdpsula de material genético do virus ja rompida apés 10 minutos de
contato, as setas de indicagcdo apresentam que o virus estd em contato direto com o

material, sendo, posteriormente destruidas.

Figura 3 - Imagens de microscopia eletronica de transmissdo de CoVH-229E sobre
superficies metalicas (1) e o inicio da atividade antimicrobiana apés 10 minutos (2),

até a completa destruigdo do patégeno em 30 minutos (3).

Fonte: Warnes, Little e Keevil (2015).
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Em um estudo comparativo da atividade antiviral de compostos contendo cobre
e prata de Minoshima et al. (2016) mostraram uma superioridade do Cu20 na
inativagao de virus influenza, um outro estudo realizado por Schio (2023) propde o
uso de micro e nanoparticulas de cobre em filmes poliméricos de PVA na avaliagcédo do
efeito da luz sobre a atividade antimicrobiana e viral, mostrando que estudos e
aplicagdes na area estao dispostos de elevado interesse cientifico e de aplicagbes em
potencial na saude publica em sistemas de revestimento ou como aditivacao.

O mecanismo por tras da atividade antimicrobiana ainda tem sido pouco
explorado, porém, em buscas na literatura trés hipdteses tém ganhado destaque,
como apresentados em Schio, (2023), séo elas:

(1) morte por contato, onde a exposi¢do ocasiona um rapido declinio na

integridade da membrana celular, de sua permeabilidade por acumulo na

superficie seguido da difusao e dissolugdo da membrana celular;

(2) dano oxidativo e degradacao do DNA, o qual a internalizacao e reagao de

espécies reativas de oxigénio ou de ions de cobre com os componentes das

cadeias lipidicas do microorganismo, interrompendo a replicacédo do DNA;

(3) dano proteico, onde ocorre a inibicao de proteinas celulares pelo cobre,

gerando perda na produgao de energia, reduzindo o metabolismo e a replicagao

de DNA (CHATTERJEE; CHAKRABORTY; BASU, 2014; VINCENT et al., 2018).

A Figura 4 ilustra a agao bactericida do cobre por meio do mecanismo proposto.

Figura 4 - A) membrana se dissolve B) liberando o conteudo citoplasmatico que C)

propiciando a formagao de ROS e D) ocasiona a liberagdo do material genético.

Fonte: Adaptado de Grass, Rensing e Solioz (2011).

Para fungos, a morte por contato foi documentada e relatada como sendo o

mecanismo atuante, seguindo as mesmas etapas de inativagao em superficies de
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cobre observadas para bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (DEPNER et al.,
2015). Em Quaranta et al. (2011) células de C. albicans e Saccharomyces cerevisiae
absorveram quantidade grandes de ions de cobre que ao entrarem em contato com a
superficie antimicrobiana, a despolarizacdo da membrana citoplasmatica foi seguida
de um extenso e rapido dano, onde os vacuolos do fungo aumentaram de tamanho
até sua membrana se romper, no entanto, o efeito oxidativo no citoplasma e nas

mitocdndrias mesmo sendo elevado n&o afetou o material genético.

2.2 COMPOSITOS

Formular materiais possui um conceito muito amplo, pois diz respeito a todos
0S processos nhecessarios para se chegar no material desejado, passando por
intermediarios ou produtos acabados através da mistura de diversas matérias-primas
(ELAOUNI et al., 2019; SARDE; PARTIL, 2019;). De forma mais precisa, a formulagao
pode ser definida como todos os conhecimentos e operagdes aplicados ao misturar,
combinar ou moldar matérias-primas de origem natural ou sintética, as quais em
muitos casos s&o incompativeis entre si, de um modo que seja possivel obter um
produto comercialmente apto caracterizado por sua fungdo de utilizacdo e sua
capacidade de satisfazer uma necessidade por meio de uma especificacdo
predeterminada. Entre os materiais que irdo compor a férmula, deve-se fazer a
distingdo entre aqueles necessarios para cumprir a funcéo principal pretendida, ditada
pela propriedade a ser definida, e os auxiliares da formulagdo que desempenham
funcdes de estabilizacao e secundarias (HSISSOU et al., 2020; VALINO et al., 2019;).

Desta forma, o material compdsito pode ser definido como a montagem de dois
ou mais materiais, que resultam em um material final com propriedades superiores as
propriedades de cada um dos materiais constituintes separadamente. Materiais
compositos sdo comumente empregados como materiais de reforco ou de
preenchimento que sdo incorporados a uma matriz, seja ela polimérica, metalica ou
ceramica (AMROLLAHI et al., 2019; HSISSOU et al., 2021; LE GUEN et al., 2016).

Essa matriz ira garantir a coesdo e orientacdo da carga de compdsito, no
entanto, essa relagdo matriz e carga gera materiais muito heterogéneos e com
comportamento anisotropico, que altera as suas propriedades conforme a orientacao
da sua estrutura molecular ou cristalina, sendo assim, a natureza do material matriz e

da carga de compdsito, sua relacdo de proporcionalidade, a interagao entre suas
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interfaces e o processo de fabricagdo como principais parametros que irdo influenciar
nas propriedades do material compdsito (AMROLLAHI et al., 2019; HSISSOU et al.,
2021; LE GUEN et al., 2016).

Existem dois tipos gerais de compdsitos, diferenciados pelo tipo de materiais
utilizados na construgdo e pelo mercado geral em que podem ser encontrados. Os
compositos mais comuns, como os usados em placas de circuito, chuveiros e barcos,
sao reforcados com tecido de fibra de vidro, usam um tipo de resina de poliéster como
matriz e podem ser chamados de compdsitos basicos. Com grandes sobreposigdes
para os dois tipos; por exemplo, ha uma porcentagem significativa em peso de plastico
reforcado com fibra de vidro na maioria dos avidbes comerciais, € carbono/grafite ou
aramida, poliamida aromatica ou comercialmente conhecido como kevlar, tém sido
usados no reforgo de vigas de trelica laminadas para construgao civil. Os compdésitos
estruturais modernos, referidos como compdsitos avangados, se distinguem dos
compositos basicos devido ao seu uso frequente de materiais de matriz pouco
utilizados, em geral mais caros, mas com propriedades excepcionais, como
carbono/grafite, podendo ser encontrados em locais estruturalmente mais exigentes
onde a relagao entre o peso e a resisténcia mecanica é um fator importante (PETERS,
2002).

Compdsitos avangados sao uma mistura de dois ou mais componentes, onde
um componente € feito de fibras longas e rigidas, e o outro, em casos de compdsitos
com matriz polimérica, € um aglutinante ou matriz resinosa que mantém as fibras no
lugar, como termoplasticos. As fibras sao fortes e rigidas em relacdo a matriz e
geralmente sao ortotropicas, que possuem propriedades diferentes ao longo do eixo
longitudinal (DEBNATH, 2017). A Figura 5 a seguir simplifica a composi¢ao geral de

materiais compaositos.
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Figura 5 - Esquema ilustrativo da composigao de compdsitos.
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Fonte: Adaptado de Hsissou et al., 2021.

O campo da engenharia atingiu um novo patamar com a introducao da
tecnologia dos compdsitos com propriedades unicas e particulares. Em particular, nas
duas ultimas décadas, nas quais, a area da ciéncia dos polimeros foi ampliada com
as nanotecnologias e a descoberta das propriedades em escala nanométrica. Com
isso, 0s compositos poliméricos e nanocompositos tém estado em constante
inovacao, substituindo gradativamente materiais de uso convencional (BATRA, 2008;
DE OLIVEIRA; BEATRICE, 2018). Estudos na area tém-se desenvolvidos para criar
compositos compativeis para a variedade de aplicagbes em que o material compdsito
mostrou ser potencialmente apto para a projecédo de novos materiais com amplas
propriedades (SULTANA et al., 2023).

Foi demonstrado que as propriedades morfologicas, fisioquimicas e
antimicrobianas desses compdsitos podem ser adequadamente melhoradas e
desenvolvidas pela adicdo de nanoparticulas ou nanoestruturas de reforgco (SULTANA
et al., 2023). Para adaptar as caracteristicas quimicas, fisicas e biolégicas de
nanoparticulas de metais (MNPs), varias estratégias foram adotadas, incluindo
método sol-gel, mistura de solug¢des, mistura por fusdo e polimerizagao in situ,
buscando sempre o desenvolvimento de métodos de sintese econdmicos e
ecologicamente corretos (SINHA et al., 2009).

Geralmente, as MNPs como cargas sao empregadas para melhorar as
propriedades eletroquimicas, mecanicas e antimicrobianas dos compdsitos

poliméricos ou nanohibridos sugeridos, tornando-os excelentes materiais, e em alguns
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casos biodegradaveis. Normalmente, a biodegradacéao leva a produtos mais baratos
do que o despejo de sobras de plastico e o retorno de materiais poliméricos ao ciclo
regular do carbono. Espera-se que os produtos resultantes tenham usos potenciais
em tecnologias emergentes, incluindo eletronica, dispositivos médicos, acessoérios
opticos, sensores e materiais de uso hospitalar (SULTANA et al., 2023). Em Stroescu
et al. (2015), um material compdésito a base de quitosana e vanilina foi desenvolvido
para avaliagdo da propriedade antimicrobiana, como € apresentado na Figura 6, o
material base, quitosana, tendo seu aspecto em filamentos caracteristico de fibras

com a presencga de pequenos cristais de vanilina.

Figura 6 - Imagens de microscopia eletronica de varredura de um compdsito a base
de quitosana-vanilina

000027 WD30.5mm 25.0kV %500 100um 000027 WD31.8mm 25.0kV x2.0k 20um

Fonte: Stroescu et al. (2015).

Em especial o desenvolvimento de filmes finos poliméricos tem-se tornado uma
ardua tarefa para a comunidade cientifica. As propriedades dos filmes hibridos
polimeéricos podem variar de acordo com a espessura e aos tipos de particulas
associadas ao filme, bem como as proporgcdes de NPs, permitindo assim inUmeras
aplicagbes em muitas industrias. Nanocompésitos poliméricos-inorganicos podem ser
fabricados em nova escala com o desenvolvimento de filmes finos para aplicacoes
alimenticias e médicas, por meio de processos simples que se utilizam da fisica unica

dos nanocompdsitos poliméricos (SULTANA et al., 2023).

2.2.1 Polimetilmetacrilato (PMMA)

O poli(metilmetacrilato) € um material termoplastico transparente de resisténcia

mecanica moderada com resisténcia a diversas condi¢des climaticas. Normalmente,
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as aplicagdes de PMMA otimizam transparéncia de produtos acabados, com até 92%
de transmisséao de luz, dependendo da espessura da amostra (BAKER; MEAD, 2002).
O PMMA é um dos polimeros amorfos descobertos no inicio da década de 1930 e esta
entre os polimeros que apresentam alta resisténcia a exposicéo solar. E conhecido
por suportar temperaturas entre 70 e 100 °C. Além disso, possui propriedades 6pticas
com indice de refragdo variando entre 1,3 e 1,7 (MAEDA, 2016). Devido a sua alta
resisténcia ao impacto, leveza e resisténcia ao estilhagamento, o PMMA incolor € um
dos melhores materiais Opticos organicos e é amplamente utilizado como substituto
do vidro inorganico. Sendo assim, considerado um dos polimeros mais aplicados para
projetos de compdsitos com MNPs, devido a diversas propriedades como seguranca

e inércia quimica.

2.2.2 Alcool Polivinilico (PVA)

O poli (alcool vinilico) (PVA) foi um polimero muito usado durante a segunda
metade do século XX. O PVA é um polimero artificial com band gap de 5,1 eV, indice
de refragdo de 1,48 e constante dielétrica de 2,44 (GHANIPOUR; DORRANIAN,
2013). O PVAtem sido aplicado nos setores industrial, comercial, médico e alimenticio,
usado para produzir fios cirurgicos, produtos de papel e materiais de embalagem de
alimentos. Ele tem atraido atencdo consideravel devido a sua facilidade para a
formacédo de filmes, boa processabilidade, biocompatibilidade e boa resisténcia
quimica (ETEFAGH et al., 2017; DEMERLIS; SCHONEKER, 2003). Este polimero é
amplamente utilizado para mistura com outros compostos poliméricos, como
biopolimeros e outros polimeros com propriedades hidrofilicas. A adicdo de um
material inorganico, como MNPs a matriz polimérica é vantajosa para melhorar ainda
mais as propriedades quimicas, estruturais e fisicas (ALSAAD et al. 2021; SULTANA
et al., 2023). O PVA possui grupos de hidroxila (OH) dispostos regularmente de um
lado a outro do plano, fornecendo assim redes de ligacbes de hidrogénio entre as
cadeias poliméricas. Isto pode induzir alta clareza éptica e resposta de polarizacao
nos filmes finos polimerizados hibridos resultantes. Consequentemente, os polimeros

PVA podem ser aplicados para meios fotocataliticos (ALSAAD et al. 2021).
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2.3 FUNGOS E SAUDE PUBLICA

Fungos s&do microrganismos eucarioticos caracterizados pela formagédo de
hifas, estruturas filamentosas constituidas por uma sucessao de células interligadas,
que juntas constituem o micélio. Estas estruturas representam a forma invasiva dos
fungos patogénicos e sao aquelas observadas em preparagdes histologicas de tecido
infectado, embora alguns fungos miceliais também possam esporular no tecido
invadido, o que facilita sua disseminagdo. Porém, um importante grupo de fungos
patogénicos ndo produz hifas e se caracteriza por apresentar apenas estruturas
unicelulares, ou leveduras (GUARRO, 2012). A Figura 7 abaixo apresenta uma
estrutura comum de levedura, do Saccharomyces cerevisiae, e sua forma elipsdide,
onde BS ¢ a cicatriz de broto (Bud Scar) e BirS € a cicatriz de nascimento da levedura
(Birth Scar).

Figura 7 - Microscopia eletrénica de varredura de uma célula de levedura.

Fonte: Walker e White (2017).

A fisiologia fungica pode variar conforme a nutricdo, metabolismo, crescimento
e reproducdo do organismo. Podendo se relacionar também com a interagdo dos
fungos com o seu ambiente bidtico e abidtico, incluindo respostas das células ao

estresse ambiental. Afisiologia das células fungicas impacta significativamente o meio
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ambiente, os processos industriais e a saude humana, em aspectos ecoldgicos, os
ciclos bioquimicos do carbono na natureza sao realizados com por fungos, que atuam
como decompositores primarios da matéria organica (WALKER; WHITE, 2017). Além
disso, nas operagdes agricolas, os fungos desempenham papéis importantes como
simbiontes mutualistas, patdégenos e saprofitos, onde mobilizam nutrientes e afetam o
ambiente fisico-quimico, podendo serem explorados como agentes de controle e
fertilizantes biolégicos (NEWBOUND; MCCARTHY; LEBEL, 2010).

O metabolismo dos fungos também é responsavel pela desintoxicagdo de
poluentes orgéanicos e pela biorremediacdo de metais pesados e outros produtos
quimicos problematicos no meio ambiente, que acometem aguas residuais e
subterraneas. A produgcdo de muitos produtos industriais economicamente
importantes depende da exploragédo do metabolismo de leveduras e fungos e estes
incluem produtos tao diversos como alimentos integrais, aditivos alimentares, bebidas
fermentadas, antibiéticos e biocombustiveis. Em contrapartida, fungos podem causar
doencas, deterioragdo consideraveis nos mais diversos materiais, mercadorias,
edificios e, claro, abastecimento de alimentos (WALKER; WHITE, 2017).

Os fungos desempenham um papel fundamental na manutencéo da biosfera,
pois sdo os principais decompositores da matéria organica, permitindo assim
completar o ciclo da matéria e da energia. Outra caracteristica importante dos fungos
€ a produgao de metabdlitos secundarios de interesse na medicina e na biotecnologia.
Como aspecto negativo, devemos destacar a capacidade de um numero significativo
de fungos produzirem doengas em humanos e animais que podem resultar em
alergias ou infecgdes fungicas ou micoses (GUARRO, 2012).

A onipresenca dos fungos no meio ambiente deve-se a sua evolugdo e
adaptacdo para viver numa grande variedade de ambientes e nichos ecoldgicos,
constituindo um grupo muito diversificado de organismos. Existem menos de 100.000
espécies de fungos identificadas até o momento; no entanto, é provavel que isto seja
apenas a ponta do iceberg e foi estimado de forma conservadora que existem
provavelmente pelo menos 1,5 milhdes de espécies de fungos habitando o nosso
planeta. Dado este vasto numero de espécies e a sua prevaléncia no ambiente, nao
€ de surpreender que os humanos entrem involuntariamente em contacto com muitos
tipos diferentes de fungos microscopicos todos os dias e que os humanos oferegam
uma fonte potencial de nutrientes para algumas destas espécies de fungos
(SULLIVAN; MORAN; COLEMAN, 2017).
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Os patdégenos fungicos sdo uma ameacga significativa a saude publica,
possivelmente impulsionada pela pandemia de COVID-19 e pelo aumento da
resisténcia aos agentes antifungicos (HOENIGL, et al. 2022; CDC, 2022). Durante a
pandemia de COVID-19, as infecgbes fungicas invasivas aumentaram
significativamente em pacientes hospitalizados (HOENIGL, et al. 2022). As infec¢des
fungicas tornaram-se cada vez mais comuns e resistentes ao tratamento com os
principais agentes antifungicos disponiveis no mercado e a falta de candidatos
terapéuticos torna-os um problema (FISHER, et al. 2022). A maioria dos patogenos
fungicos carece de diagndstico rapido e sensivel, e os que existem ndo estédo
amplamente disponiveis ou acessiveis globalmente (FISHER, et al. 2022). As
infecgdes fungicas invasivas afetam frequentemente pacientes imunossuprimidos ou
gravemente doentes, incluindo aqueles com cancro, HIV, infecgdo tuberculosa poés-
primaria, transplantes de 6rgaos e doencas respiratérias cronicas (WHO, 2022). A
incidéncia e a gama global de doencgas fungicas vem aumentando devido ao
aquecimento global, o intenso trafego internacional e ao aumento da resisténcia ao
tratamento, o que significa que os riscos de desenvolvimento de infecgbes mais
invasivas na populagao em geral tendem aumentar (WHO, 2022).

As infecgbes fungicas tém recebido pouca atengao, particularmente nos ultimos
anos, e muitas vezes uma espécie ou variagao desconhecida das doencas fungicas
mais comuns pode surgir, evoluindo para um novo tipo de doenga ou fortalecendo
patdgenos ja existentes contribuindo para sua resisténcia antifungica a medicamentos
desenvolvidos. Como forma de auxiliar na prevencao, a OMS organizou uma Lista de
Patégenos Fungicos Prioritarios, que identifica patégenos fungicos criticos, de alta e
média prioridade classificados de acordo com seu impacto na saude publica e/ou risco

de resisténcia antifungica emergente (WHO, 2022), apresentado no Quadro 1.
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Quadro 1 - Lista de Patdgenos Fungicos Prioritarios pela OMS.

Prioridade Critica Prioridade Alta Prioridade Média
Aspergillus fumigatus Candida glabrata Candida krusei
Candida albicans Candida parapsilosis Coccidioides spp.
Candida auris Candida tropicalis Cryptococcus gattii
Cryptococcus neoformans Fusarium spp. Lomentospora prolificans
Histoplasma spp. Paracoccidioides spp.

Fonte: Adaptado de WHO (2022).

Existem trés acgdes principais recomendadas pela OMS: investir em inovacéo,
pesquisa e desenvolvimento; melhorar a capacidade laboratorial e a capacidade de
realizar vigilancia de infecgdes; e melhorar as intervengdes de saude publica para
prevengdo e controle de infecgbes fungicas. Os critérios mais importantes para
alocagao de pesquisa e desenvolvimento incluem resisténcia antifungica, mortalidade
de pacientes, tratamento baseado em evidéncias, acesso a diagndsticos, incidéncia

anual e complicagdes e sequelas de infecgdo (WHO, 2022).

2.3.1 Candida albicans

O género Candida engloba aproximadamente 200 espécies de leveduras, a
maioria das quais nao possui fase reprodutiva teleomorfica (ou seja, sexuadamente)
conhecida. Eles sdo onipresentes no meio ambiente (frequentemente associados a
plantas e animais), mas pouco mais de uma duzia foram associados ao comensalismo
ou a doengas humanas (SULLIVAN; MORAN; COLEMAN, 2017).

A maioria destas espécies de Candida sao transportadas de forma
assintomatica por seres humanos, particularmente nas superficies epiteliais da boca,
trato gastrointestinal, trato vaginal e pele (GNAT et al., 2021). Eles normalmente
crescem como blastdsporos ovoides, entretanto, sob condicdes especificas, a maioria
pode produzir células filamentosas conhecidas como hifas, enquanto Candida
albicans e Candida dubliniensis podem produzir micélio e estruturas refrateis
semelhantes a esporos conhecidas como clamidosporos, na Figura 8 & possivel
observar os filamentos de hifas e os clamidésporos em forma de esporo circular
(SULLIVAN; MORAN; COLEMAN, 2017).
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Figura 8 - Imagem microscoépica da forma micelial de C. albicans, ampliagao de
400x.

Soria T4

Fonte: Gnat et al. (2021).

A contaminagdo com resposta de sintomas ocorre depois que as células de
Candida se instalam nas mucosas ou na pele, e se sobrepondo ao sistema
imunoldgico, que ja possa estar debilitado, causando uma ampla gama de infecgoes
(DA ROCHA et al., 2021). Estas variam desde infec¢des superficiais da pele e das
membranas mucosas da cavidade oral e da vagina até casos em que as células
penetram através do epitélio e sao disseminadas por todo o corpo pelo sangue para
infectar uma grande variedade de 6rgaos, incluindo o rim, o figado e cérebro
(SULLIVAN; MORAN; COLEMAN, 2017; DAROCHA et al., 2021).

As espécies associadas ao género Candida podem causar infec¢des fungicas
como candidiase vulvovaginal, candidiase orofaringea, que ataca regides da boca e
garganta, e infecgbes nas unhas dos pés e das maos (DA ROCHA et al., 2021).

Mudangas na epidemiologia da candidiase e o aumento da prevaléncia de
infeccbes por Candida nao-albicans (CNA) nos ultimos anos foram observados na
Europa, América do Norte, América do Sul e Asia (GNAT et al., 2021). Conforme
revisto por Pal et al. (2015), estima-se que as espécies CNA, entre 1970 a 1990,
representaram 10 a 40% de todas as candidiases sistémicas, seguidas por 35 a 65%
de 1995 a 2015. A crescente prevaléncia de infecgdes causadas por espécies NAC

representa uma séria ameaca devido ao fato de muitas destas espécies apresentarem
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resisténcia intrinseca ou adquirida aos antifungicos habitualmente utilizados
(ARENDRUP, 2014; LEE et al., 2020).

O perfil de suscetibilidade de Candida sp. aos medicamentos antifungicos
utilizados para o tratamento de micoses sistémicas tem-se agravado nas ultimas duas
décadas, indicando uma crescente no surgimento de novas espécies do género com
maior resisténcia (GNAT et al., 2021; STRAVOU et al., 2019). Os fatores de risco mais
comuns dessas infecgdes incluem idade avangada, desnutricdo, obesidade, diabetes
e deficiéncia imunologica (GNAT et al., 2021). De 1997 a 2016, a proporgao total de
candidiase invasiva atribuivel a C. albicans diminuiu de 57,4 para 46,4%, enquanto as
infeccbes causadas por outras espécies do género Candida, se tornaram mais
resistentes aos medicamentos, e como sequéncia tiveram uma crescente no numero
de casos (LAMOTH et al., 2018).
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3 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo apresentadas as formas de preparagao e processamento
aplicados aos filmes compdsitos com as microparticulas de cobre comercial, seguido
de sua respectiva caracterizagédo, sendo descritas a metodologia empregada para a
obtencao do filme compdsito de matriz polimérica para a incorporagéo das particulas,
assim como as técnicas de caracterizacdo empregadas para avaliagdo do filme
compoésito. E por ultimo sera apresentado a metodologia de ensaio empregada para
avaliacao da fotoatividade deste material frente ao combate de fungos quando
submetido a diferentes condi¢gdes de iluminacdo. A Figura 9 ilustra, de forma

esquematica, as etapas envolvidas para a realizag¢ao do trabalho.

Figura 9 - Fluxograma de atividades desenvolvidas para a obtengao do filme
composito com cobre e suas caracterizagdes.

Matriz de blenda
polimérica PMMA-PVA

——» PMMA-PVA 5% m/v
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Y
5% mlv
de cobre
Drop Casting+—
Filme
composito
—Caracterizacao

Ensaio fungicida com
Candida albicans

v

Presencga de luz

Fonte: O Autor (2024).
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3.1 PROCESSAMENTO E CARACTERIZAGAO DO FILME COMPOSITO

Para avaliar a fotoatividade do cobre contra patdgenos fungicos sob diferentes
condi¢cbes de iluminagao, as particulas de cobre foram adquiridas comercialmente.
Sendo estas, fornecidas pela Metalpd com tamanho médio inferior a 44 ym, com
pureza de 99,5%, conforme dados repassados pelo fornecedor.

O filme compdsito foi caracterizado por técnicas de microscopia eletrdénica de
varredura (MEV) para analise morfolégica e da estrutura transversal seguido de
espectroscopia por energia dispersiva (EDS) para composigao elementar, difragéo de
raios X (DRX), espectroscopia UV-Vis, espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR) e espectroscopia de emissdo optica por descarga
luminescente (GDOES).

3.1.1 Fabricagao do filme compésito

Visando a avaliagdo da influéncia da luz na atividade fungicida das particulas
de cobre, serdo utilizadas laminulas e laminas de vidro como substrato, devido a sua
propriedade de transparéncia e translucidez. As laminas possuem dimensao
retangular de 75 mm por 25 mm com 1 mm de espessura, enquanto as laminulas sao
circulares com 13 mm de diametro e 0,1 mm de espessura. As dimensdes das
amostras foram definidas de acordo com o exigido pelo ensaio a ser realizado.

Inicialmente, as amostras foram limpas em banho de ultrassom com alcool
isopropilico por 30 minutos. Apds a etapa de limpeza ultrassénica, as amostras foram
limpas com papel macio manualmente uma a uma, para retirada de residuos
superficiais. Por fim, apds a limpeza manual, os substratos foram postos para secar a
100 °C em uma estufa por 1 hora.

Os filmes foram depositados por drop casting. Os polimeros a serem utilizados
foram adquiridos comercialmente, os quais; o PVA possui uma massa molar média de
12 a 18,0 g.mol-!, com ponto de fusdo de 230 °C e 99% de pureza, enquanto, o PMMA
possui uma massa molar média de 18 a 20,0 g.mol", com ponto de fuséo de 213 °C
e 99% de pureza. Dados estes informados pelo fornecedor.

Em um primeiro momento, foram avaliados na bibliografia os métodos mais
convenientes a fim de se chegar a uma matriz polimérica ideal para o desenvolvimento

dos filmes compdsitos. Como primeiro método, foi avaliado a possibilidade de
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solubilizar os polimeros, PMMA e PVA, de forma parcial em separado, onde seria
utilizado agua DI para o preparo da solugéo de PVA, e DMF para o preparo da solugao
de PMMA com base nos relatos encontrados em literatura, porém, ao realizar a jungéo
de ambas as solu¢des houve uma precipitacdo praticamente instantanea e que foi
identificada como sendo a incompatibilidade do PMMA com agua.

Posterior a isso, foi proposto a solubilizagdo dos polimeros em um mesmo
solvente, o DMF, de forma conjunta, visto que a solubilidade de ambos os polimeros
€ considerada satisfatoria para o solvente empregado. Desta maneira, foi estipulado
a concentracdo de polimero de 2,5% (m/v) para ambos, a solugédo ocorreu sob
agitacado constante com um agitador magnético a 100°C, temperatura essa observada
ao longo dos testes que apresentou melhor desempenho, e apds 4 horas foi possivel
observar a formacdo de uma solugdao com aspecto cristalino e incolor, indicando a
solubilizagdao completa.

No entanto, apds o processo de resfriamento, foi averiguado que a solugao
apresentava efeito tixotropico/gelificagdo decorrente de uma baixa estabilidade dos
polimeros em solugdo conjunta, com isso, foi proposto a alteragdo da proporgao de
concentracao dos polimeros, sendo avaliado conforme o disponivel em literatura para
termos de comparacdo. Em Kadhim, Al-Bermany (2021), o estudo obteve um filme
semelhante, solubilizado em DMF, e que para driblar o efeito de gelificagao além de
outros aspectos, se utilizou de concentracbées maiores de PMMA em detrimento do
PVA, com isso em base, o presente estudo buscou testar a proporgcéo de 4% (m/v)
PMMA e 1% (m/v) PVA em DMF a 100°C por 4 horas.

A solucéo obtida foi considerada satisfatoria e propicia para o desenvolvimento
do filme compdsito, com matriz polimérica passivel de ser aplicada pela técnica de
drop casting.

Para a adicao do cobre, foi usado como base os estudos realizados por Schio
(2023), os quais apresentaram resultados para ag¢ao antimicrobiana com
concentracdo de 2% (m/v), diante disso, para este estudo também foi definida a
concentragdo de 2% (m/v) de cobre. Os parametros para a ultrassonificacédo da
solugdo com as microparticulas de cobre também foram adaptados de Schio et al.
(2024), mas com ajustes para a solugdo do presente trabalho, uma vez que ela
apresentou aspecto reoldgico viscoso. Apds todas as avaliacbes da solugdo e
conclusao da etapa, as solugdes foram aplicadas nos respectivos substratos definidos

para cada caracterizagao e posteriormente postos para secar em estufa controlada.
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Foi desenvolvido da mesma forma um filme branco, na auséncia de particulas
metalicas. A Figura 10 a seguir, apresenta as etapas descritas acima na preparagao
da matriz polimérica, sua completa homogeneizagao, dispersao por ultrassom das

particulas de cobre e aplicacédo dos filmes.

Figura 10 - Etapas envolvidas na preparagcado de amostras do filme compdsito,
sendo, (a) homogeneizagao dos polimeros em DMF, (b) a solugao de matriz
polimérica apds completa solubilizagao, (c) dispersao do cobre por ultrassom e (d)

aplicagao dos filmes compositos

Fonte: O autor (2024).

Para caracterizacido dos filmes compdsitos, foram definidas as nomenclaturas
das amostras conforme Tabela 1, na sequéncia, realizaram-se ensaios de
espectroscopia UV-Vis por meio da técnica grafica de Tauc, espectroscopia por
difracdo de Raio-X, espectroscopia de infravermelho (FTIR), espectroscopia de
emissdo Otica por descarga luminescente (GDOES), além da caracterizagéao
morfolégica e da estrutura transversal por MEV seguido por espectroscopia por
energia dispersiva (EDS).
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Tabela 1 - Nomenclatura de amostras conforme sua composigcao

Amostra Definicao Composicao (em DMF)
AO Amostra branco 4% (m/v) PMMA + 1% (m/v) PVA
4% (m/v) PMMA + 1% (m/v) PVA
+ 2% (m/v) mpCu

A1 Amostra com cobre

Fonte: O autor (2024).

3.1.2 Anadlise morfolégica e elementar do filme compdsito por microscopia
eletrénica de varredura (MEV) seguido de espectroscopia por energia dispersiva
(EDS)

A transversalidade do filme compésito e a caracterizagao por espécie quimica
do material foram avaliadas por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) em um
microscopio MIRA3 LMH marca TESCAN, localizado no Laboratério Central de
Microscopia (LCMIC) Professor Israel Baumvol da Universidade de Caxias do Sul.
Para esse ensaio, as amostras de filme compésito foram aplicadas sobre substrato de
silicio, seguido do posterior corte e embutimento para analise do perfil transversal do
material. O equipamento dispde de software operacional MiraTC e detectores de
energia dispersiva marca Oxford modelo Ultim MAX 65, utilizados pelo laboratério
LCMIC para geragao de imagens da secao longitudinal e transversal com diferentes
magnificagdes e as analises de EDS da distribuicdo da particula sobre o filme e os

sinais elementares mais proeminentes, respectivamente (SCHIO, 2023).

3.1.3 Determinacgdo da cristalinidade e da estrutura quimica do cobre no filme

composito por espectroscopia de DRX

As analises de DRX foram realizadas em um equipamento Shimadzu, modelo
LabX XRD-6000, localizado no Laboratério Central de Microscopia (LCMIC) da
Universidade de Caxias do Sul. Para a anélise das particulas empregou-se uma
radiacdo Cu Ka, A = 1,5406 A com passo angular de 0,05° e tempo de contagem de 4
segundos por passo. Os difratogramas foram entao coletados na faixa de 20 a 80° e
a voltagem e a corrente do tubo ajustada para 40 kV e 30 mA, respectivamente.
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3.1.4 Energia da banda proibida da particula de cobre no filme compésito por

espectroscopia UV-Vis

As analises de UV-Vis serao realizadas em um equipamento Shimadzu modelo
UV-2600i, localizado no Laboratério de Caracterizacdo de Materiais Il da Universidade
de Caxias do Sul. Os espectros esperam-se ser obtidos na faixa de comprimento de
onda de 200 a 700 nm com resolugao de 1 nm. As particulas serdao compactadas no
proprio porta amostra do equipamento sem qualquer preparo prévio. Uma amostra A0
foi utilizada como referéncia padrao. O valor da banda proibida foi obtido aplicando o
método grafico de Tauc. Por esse método, é extrapolada uma linha na parte linear da
curva (F(R)hu)? (fungdo Kubelka-Munk) em fungdo da energia espectral (hu) e a
intercepcao da linha no eixo das abscissas indica o valor da banda proibida (MYRICK
et al., 2011; RTIMI; KIWI, 2020).

3.1.5 Andlises por Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de
Fourier (FTIR) dos filmes

As analises de FTIR foram realizadas em um espectrometro de infravermelho
Spectrum 400 da Perkin EImer, como acessorio de refletancia total atenuada um cristal
de diamante. Para a obtengao dos espectros, foram submetidas faixas de 400 a 4000
cm', com resolugéo de 1 cm™ e 32 varreduras previamente calibrados com cubetas
vazias seguido da leitura para o branco como padréo de fundo e para a amostra como
absorcao. Este ensaio foi realizado no Laboratério de Caracterizagdo de Materiais |l

da Universidade de Caxias do Sul.

3.1.6 Analises de espectroscopia de emissao 6tica por descarga luminescente
(GDOES)

As analises semi-quantitativa por GDOES para a composi¢ao do filme, foram
realizadas por um equipamento modelo GD-Profiler 2 da Horiba, foi utilizado como
substrato aco carbono previamente preparado com técnicas metalograficas. Dos
parametros, a amostra A0 utilizou pressao de 630 Pa e 50 W de poténcia para abertura
do plasma de sputtering, enquanto para a amostra A1 foi utilizada uma pressao de
700 Pa e 40 W de poténcia.
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3.2 CONDICAO DE ILUMINACAO, ENSAIO FUNGICIDA E SUA CARACTERIZACAO

O procedimento de ensaio fungicida realizado no Laboratorio de Microbiologia
Aplicada (LMA) na Universidade de Caxias do Sul, com na norma técnica JIS Z 2801
adaptada pelo laboratério para ensaios com fungos.

Inicialmente, foram preparados indculos em caldo YEPD (Extrato Levedura
Peptona Dextrosado) com o fungo a ser testado, os frascos foram mantidos a 28°C e
agitacédo de 250 rpm durante 18 horas. Apds, foram separadas 18 placas de Petri de
35 X 10 mm, onde sobre cada placa foram adicionados 2 mL de agar-agua, como
meio de cultivo do fungo, em paralelo, uma amostra de 1mL do in6culo foi usada para
definir a densidade o6tica para contagem populacional por meio de espectémetro de
absorcao, operado com comprimento de onda a 600 nm, a densidade populacional
encontrada foi de 1,11 u.a.

Apos os calculos de concentragao, foi necessario preparar uma solugédo da
levedura com volume final de 1 mL para uso em etapas posteriores e melhor controle
da densidade populacional completa a ser aplicada sobre o filme, assim sendo, foram
preparados em um eppendorf (2 mL) 90 yL do indculo € 910 uL de solugao salina
(NaCl 0,9% m/v). Sobre cada laminula, colocados sobre o meio semissdlido
preparado, foram aplicados 100 pyL da suspensdo de fungos preparada, as quais,
foram incubadas em uma cé&mara umida com uma umidade relativa de
aproximadamente 100%, a uma temperatura de 28 °C, por um periodo de 24 horas
sob condigao especial de iluminagdo, na presencga e auséncia de luz. A Figura 11

abaixo apresenta as aplicagdes da solugao de levedura sobre as laminulas.
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Figura 11 - (a) Preparacao e (b) incubagcao das amostras

Fonte: O autor (2024).

Decorridas as 24 horas, as laminulas contendo os fungos foram lavadas com 2
mL de solugao salina, o liquido resultante da lavagem das laminulas foi utilizado para
a realizagao de diluicbes seriadas. Foram definidos 4 eppendorfs para cada condigéao
de diluicdo, para amostras de A0, A1 e controle (laminula sem qualquer filme), claro e
escuro em triplicata, totalizando 72 amostras. As diluicdes acontecem de forma
seriada, e buscam possibilitar a avaliacdo do efeito antimicrobiano do material sob

diferentes concentracoes, a Figura 12 ilustra as dilui¢des seriadas.

Figura 12 - Diluigdo seriada da solugéo de C. albicans

’ Solugdo de levedura
A
1(00 L 100 \L
g 100 pL 100 pL H

N

Solucdgode  1:10 1:100 1:1000  1:10000
levedura L ~ J

concentrada Diluicdes +900 pL

de NaCl 0,9% m/v
Fonte: O autor (2024).
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As diluicbes foram seguidas de plagueamento por gota, 5,0 yL/gota de cada
fator de diluicdo em dois seguimentos A e B, por placa contendo meio YEPD. As
placas foram incubadas em cadmara comum sem quaisquer condi¢gdes especiais,
sendo o tempo e temperatura de incubagao respectivamente 24 horas a 28 °C.

Para realizar a contagem do numero de coldnias existentes, a fim de avaliar a
porcentagem de controle dos tratamentos aplicados, em um seguimento de repetigao
A ou B é necessario primeiro que ao olhar em um microscopio optico de bancada, a
distingao entre uma colénia e outra seja evidente, possibilitando a contagem do
agrupamento e por conseguinte a identificagdo do grau de diluicao atribuido para
aquela colbnia, a Figura 13 ilustra esse efeito e como deve ser feita a contagem de
colbénias utilizando a amostra de controle que esteve sob iluminagao na repeticao 1

com o seguimento A.

Figura 13 - Imagem de microscopio optico sobre como deve ser realizada a
contagem de colbnias

Laminula Luz-A_ o — TA

Diluicao 1:100 Diluicao 1:10000

Fonte: O autor (2024).

As condic¢des de iluminagao aplicadas conforme procedimento estabelecido por
Schio (2023), onde a fonte de luz utilizada nos ensaios para estudo da fotoatividade
da particula e do filme compdsito desenvolvido nesta pesquisa, tratar-se-a de um LED
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branco neutro fornecido pela ThorLabs Vendas de Fotdnicos Ltda. Desse modo, o
material compdsito com particulas metalicas foi avaliado em duas condigbes, na
auséncia de luz (escuro) e sob iluminacdo do LED com comprimento de onda
correspondente a faixa visivel e intensidade de 3,85 yW.mm?2, referente a 50% da
intensidade maxima, quando a 20 cm de distancia de acordo com o fornecedor. Para
a execugao desses ensaios, foi adotada uma camara de esterilizagdo previamente
adaptada. Acoplando-se a camara um adaptador 6ptico de colimagao junto a uma
lente esférica condensadora. Com o encaixe do LED, este é acionado por uma fonte
de alimentagao conectada a um controlador de corrente para LED, fornecendo uma
iluminagao com luz branca. Uma foto do equipamento e uma ilustragdo da iluminagao

no interior da camara adaptada sao apresentados na Figura 14.

Figura 14 - Camara de iluminagado adaptada (esquerda) e a representacao do feixe
de luz incidindo dentro da camara (direita)

Controlador LED branco Adaptadorde
de corrente neutro colimagdoe lentes

Fonte de Camarade iluminagdo Camarailuminada com luz branca
alimentacao (30 x 20 cm)

Fonte: Schio (2023).
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO DO FILME COMPOSITO

Apos o processo de secagem completa dos filmes, as amostras foram
encaminhadas para suas respectivas caracterizagdes, e os resultados serdo

apresentados a seguir.

4.1.1 Analise de morfologia, composicao e espessura de filme por microscopia

eletrénica de varredura (MEV) e espectroscopia por energia dispersiva (EDS)

As micrografias realizadas por MEV para a amostra A0 sdo apresentadas na
Figura 15 a seguir. A amostra definida como “branco”, composto apenas pela matriz
polimérica sem adicdo de cobre, com concentracdo de 5% m/v apresentou
uniformidade superficial parcial, com regidées que ao longo do filme demonstram
homogeneidade e outras uma superficie amorfa.

Foram obtidas micrografias da mesma regido do filme com magnificacdes
distintas, buscando caracterizar melhor os aspectos da superficie, na sua segao

longitudinal foram utilizadas magnificagdes de 250 e 5 mil vezes.
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Figura 15 - Micrografias obtidas por MEV da superficie da amostra AO em diferentes
magnificacoes

4
SEM HV: 10.0 kV WD: 11.17 mm Y MIRA3 TESCAN,

SEM MAG: 250 x Det: SE 200 ym
View field: 1.11 mm  Date(m/dly): 04/26/24 LCMIC | UCS

SEM HV: 10.0 kV WD: 11.17 mm | MIRA3 TESCAN|

SEM MAG: 5.00 kx Det: SE 10 pm
View field: 55.4 ym  Date(m/d/y): 04/26/24 LCMIC | UCS

Fonte: O autor (2024).

Para a segéao transversal foi utilizado a magnificagdo maior, com o objetivo de
avaliar a espessura do filme branco. A sec¢ao transversal € mostrada na Figura 16 a
seqguir, é possivel observar uma estrutura morfolégica repleta de crateras, que foram
decorrentes da presencga de bolhas no momento da aplicacéo do filme e do processo
de secagem em estufa, o filme caracterizou-se pela variagdo de espessura indo de

0,5 ym a 18 um, o que indica uma homogeneidade nao-completa.
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Figura 16 - Microscopia da sec¢ao transversal do filme polimérico AO

SEM HV: 10.0 kV WD: 11.98 mm 7 || LI MIRA3 TESCAN
SEM MAG: 10.0 kx Det: BSE 5 um
View field: 27.7 um  Date(m/d/y): 04/26/24 LCMIC | UCS

Fonte: O autor (2024).

A Figura 17 apresenta os correspondentes EDS da sec¢éao longitudinal do filme,
com aproximacao de 100 um da superficie da amostra, onde a analise quimica deixa

explicita que os elementos em maior quantidade s&o o carbono e oxigénio.
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Figura 17 - Micrografias com EDS da secé&o longitudinal
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Fonte: O autor (2024).

Da mesma forma, foram realizados EDS da secao transversal da amostra A0, a fim
de caracterizar os elementos presentes no filme polimérico, na Figura 18 os picos de
maior intensidade representam os elementos com possivel maior indice de

concentracao na composicao do filme.
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Figura 18 - EDS da secao transversal da amostra AO e seu indice de intensidade
elementar de sinal detectado
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Fonte: O autor (2024).

Para a amostra A1, as micrografias mostradas na Figura 19 apresentaram uma
superficie com secdes amorfas e se¢des planas, porém, em todas € possivel
evidenciar a presenga de particulas metalicas do cobre adicionado e o seu nivel de
aglomeragado com a matriz polimérica, indicando que houve dispersao das particulas

através da solucao base do material.

Figura 19 - Micrografias obtidas por MEV em diferentes resolugbes da amostra A1

SEMHV:10.0kV  WD:1200mm
SEM MAG: 250 x Det: SE
View field: 1.11 mm Date(m/dly): 04/26/24 LCMIC | .ICS

).

SEM HV: 10.0 kV
SEM MAG: 1.00 kx
View fleld: 277 pm  Date(m/dly): 04/26/24 LCMIC | UCS

Fonte: O autor (2024).
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Com base nas micrografias, pode-se avaliar que a adigao das mpCu auxiliou
na estabilidade da matriz polimérica, formando filmes mais robustos e com melhor
estabilidade estrutural, evidenciados pela espessura obtida no filme e pela condigao
nao tixotropica, as quais a solugao de polimeros com cobre apresentou apos a
dispersao apresentou, a espessura média do filme foi de 65,3+0,6 pm.

Além disso, é possivel observar que ocorre de forma parcial dispersao das
particulas de cobre, com regides apresentando elevada aglomeragdo da mesma, a
imagem com magnificagdo de 5 mil vezes demonstra uma dessas regides. Na Figura
20, duas micrografias de sec¢ao transversal do filme, indicam que em alguns pontos

da superficie do filme pode haver variagdo da concentragcao de cobre.

Figura 20 - Microscopia da segao transversal do filme desplacado do substrato
destacando a particula de cobre nao dispersa.

Filme desplacado
do substrato

) t\-
mm MIRA3 TESCAN
SEM MAG: 1000 x Det: BSE 50 pm SEM MAG: 5.00 kx Det: BSE

View field: 277 pm  Date(m/dly): 04/26/24 LCMIC | UCS View field: 55.4 ym  Date(m/dly): 04/26/24 LCMIC | UCS

1\ )
SEM HV: 10.0 kV WD: 12.00 mm MIRA3 TESCAN SEM HV: 10.0 kV WD: 12.00

Fonte: O autor (2024).

A presenca de cobre n&o disperso é mais evidenciada em camadas inferiores
do filme, quando a aglomeragéo dessas particulas gera densidades superiores a do
filme e em regides especificas da aplicagao.

A Figura 21, apresenta um mapa quimico do fiime A1 com base nas
micrografias com EDS em sec¢ao longitudinal, o filme estda composto majoritariamente

por cobre, carbono e oxigénio. Observa-se na figura que ha regides de acumulo de



44

cobre, no entanto, o cobre se encontra distribuido em todo o material na sua secéo

longitudinal, mesmo que em menor quantidade em alguns pontos.

Figura 21 - Micrografias com EDS da amostra A1 apontando as regides.

100 um 100 um
Culal_2 0O Kal

100 um 100 um 100 um

Fonte: O autor (2024).

A seguir, na Figura 22, é apresentado o EDS da sec¢ao transversal que mostra

a presenca de cobre em camadas mais internas.
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Figura 22 - EDS da secao transversal da amostra A1 e seu indice de intensidade
elementar de sinal detectado
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Fonte: O Autor (2024).

4.1.2 Analise da estrutura cristalina por DRX

Os difratogramas de DRX dos filmes compdsitos A0 e A1, apresentados na
Figura 23, demonstram os picos observados em 20 igual a 43.72°, 50.88° e 74,49°
correspondendo aos planos metalicos de cobre (111), (200) e (220). Estes 3 picos
estao consistentes com o padrdo JCPDS - Joint Committee on Powder Diffraction
Standards - (Carta n° 04-0836) para padroes de espectros puros de estrutura cubicas
de face centrada de cobre metalico e as microparticulas de cobre em literatura (UMER
et al, 2014; KHAN et al, 2016). Nenhuma outra fase e/ou contaminagao foi observada

mediante esta técnica.
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Figura 23 - Difratogramas obtidos por DRX dos filmes A0 e A1.
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Fonte: O autor (2024).

4.1.3 Analises da estrutura quimica por espectroscopia de infravermelho do

filme compésito

Conforme o espectro obtido por ATR-FTIR, apresentado na Figura 24, nenhuma
variagao € observada apds a incorporacao de particulas de cobre, uma vez que, de
acordo com a literatura, estas sdo observadas na regido entre 400-600 cm™' (JOHN
WILEY AND SONS INC., 2024), para esta analise foram feitas duas amostras de cada
condicdo, representas como A0-1, A0-2, A1-1 e A1-2.

Ressalta-se que a estrutura polimérica para ambas as amostras n&o se alterou,
ou seja, 0 cobre ndo desempenhou papel significativo para que fosse possivel
modificar tal caracteristica e tdo pouco foi possivel detecta-lo durante as analises.

Diante disso, as bandas mais proeminentes referem-se majoritariamente ao
PVA e PMMA. A banda de absorgdo observada em 3305 cm™', séo caracteristicas de

bandas de estiramento axial de grupo OH em associagao polimérica, a banda dupla
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encontrada em 2949 cm-' é caracterizada por vibragdes axiais de grupamentos CHze
CHzs associadas a carbonos primarios ou secundarios, a banda em 1728 cm' pode
ser definida como, vibragdes axiais de C=0 de ésteres, ligagdo que é encontrada na
molécula de PMMA puro e no monémero metacrilato de metila que da origem ao
polimero, sendo atribuidas a estruturas de cadeia saturada alifatica e aciclica, podem
ocorrer vibragdes angulares em ligagbes O-H da mesma estrutura, com estiramento
axial em C-O, geralmente associados ao carbono terciario (BUTI et al, 2013) .

Em 1441 cm™ ocorrem deformagdes angulares do tipo scissoring em ligagdes
—(CH2)n-, sendo n>3, esta ligagdo pode ser vista novamente com um pico de
deformacao rocking em 720 cm™'. As bandas observadas em 1245 e 1147 cm™' estdo
associadas a vibragdes axiais de ligagbes do grupo metil em associagdo com outro
carbono, sejam elas, (H3C)2-CH- ou (HsC)s-C-, podendo ocorrer deformagdes
assimétricas comuns em ésteres superiores, por fim, pode ser visualizada uma banda
absorvida em 840 cm-! associada a vibragdes axiais para fora do plano estrutural. Os
valores reportados apds analise critica foram observados nos estudos realizados por
Rajendran, Sivakumar e Subadevi de 2003, onde foram avaliados os efeitos de
plastificantes em blendas poliméricas de PMMA-PVA sdlido puro, e no trabalho de
Alsaad et al, de 2020, artigo cuja pesquisa ja foi relatada no presente trabalho, onde
foram avaliadas as propriedades oticas e térmicas de filmes finos compdsitos de
PMMA-PVA-SIO2.
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Figura 24 - Espectros obtidos de ATR-FTIR dos filmes A0 e A1.
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Fonte: O autor (2024).

4.1.4 Analises de absorgao por espectroscopia UV-Vis e método de Tauc

Com base na técnica grafica de Tauc (SHARMA et al., 2019), aplicada ao
grafico de absorgao obtido por UV-Vis, foi possivel obter a banda proibida do filme
composito. Sendo utilizado o filme A0 como branco, a banda proibida do filme A1 foi
definida em 1,89 eV, apresentado na Figura 25 a seguir, além disso, o grafico de
absorcao apresentou um pico de absor¢ao para o comprimento de onda na faixa de
554 nm. O valor da banda proibida esta préoximo do valor encontrado para particula
na literatura, no trabalho de Sharma et al.,2019 cobre metalico e 6xido de cobre foram
utilizados para modificar superficies de materiais fotocataliticos a base de TiO2, como
parte de sua caracterizacido, foram encontradas bandas de 2,0 e 2,1 eV para as
particulas de cobre e 6xido de cobre respectivamente. Em Lucchesi Schio et al., 2021,
na melhoria de fabricagdo mecanoquimica de nanoparticulas de 6xido de cobre I,
foram encontrados valores proximos a 2,28 eV e comprimentos de onda absorvidos
na faixa de 325 nm, o comprimento de onda tedrico esperado para absorcdo em

particulas de cobre metalico estaria na faixa de 500 nm.
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Figura 25 - (a) Comprimento de onda absorvidos pelo filme de cobre e (b) método
grafico de Tauc
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Fonte: O autor (2024).

Com isso, pode-se concluir que as particulas de cobre metalico empregadas
na fabricagdo do filme compdsito possuem propriedades promissoras para a

ocorréncia de fotoatividade antifungica.

4.1.5 Analises quimica por espectroscopia de emissao é6tica por descarga

luminescente

A caracterizagdo com a técnica de espectroscopia de emissao Otica por
descarga luminescente (GDOES) traz um perfil quimico qualitativo e semi-quantitativo
dos filmes compdsitos. A analise em questao foi realizada para os elementos cobre,
carbono, hidrogénio, oxigénio e ferro, o substrato utilizado trata-se uma liga de ago e
a intensidade de cada elemento é relacionada a sua presenca. Na técnica € realizado
um sputtering na superficie depositada da amostra, a fim de remover e analisar o
material que compde os filmes. Em sua forma original, a analise de GDOES demonstra
a intensidade dos elementos em funcao do tempo de sputtering. Para obter um
resultado mais claro, substitui-se o tempo de etching pela espessura dos filmes
obtidos na analise de perfilometria, sendo 16 ym para amostra AO e 15 ym para a
amostra A1, seguido da sua comparagéo com as imagens obtidas por MEV e EDS.

Para a amostra A0, a composicao de acordo com a espessura € apresentada

na Figura 26, a linha pontilhada delimita o filme e o substrato.
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Figura 26 - Perfil quimico da amostra formada somente pela matriz polimérica
PMMA-PVA
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Fonte: O autor (2024).

A analise de GDOES esta de acordo com os resultados obtidos por MEV e EDS,
em relacao a estrutura PMMA-PVA-Aco, embora a analise de perfilometria realizada
na amostra aplicada em substrato metalico divergir da espessura encontrada no
substrato de vidro (lamina), os elementos detectados em ambas sdo semelhantes,
como apresentado anteriormente no EDS da sec¢ao transversal da amostra AO.

Este tipo de analise é geralmente empregada em filmes cerdmicos ou
metalicos, no entanto, em literatura ha reportes de analise de filmes poliméricos que
fundamentam a intensidade de sinal majoritaria de carbono, trabalhos como os de
Moutarlier et al., 2014 e Surmeian et al., 2015 e mais recentemente Kovac et al., 2022,
onde foram avaliadas superficies de filmes poliméricos nao-condutores.

Para a amostra A1, a intensidade de sinal elementar de acordo com a
espessura é apresentada na Figura 27, as linhas pontilhadas delimitam as regides de
interesse da analise, mostrando o perfil mais superficial do filme, indo até 1,74 um,
onde o cobre representa o elemento com maior intensidade de sinal identificado, apos

isso, de 1,74 ym a 15 um, o filme representa uma mistura de carbono e cobre.
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Figura 27 - Perfil quimico da amostra A1 em funcgéo da profundidade de amostra
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Fonte: O autor (2024).

A intensidade de sinal encontrada para cobre e carbono entre 1,74 e 15 um,
indica que parte das particulas de cobre empregadas se encontram na camada mais
interna do filme, podendo ser representadas por uma dispersao do cobre com a matriz
polimérica e uma solubilizagdo parcial das particulas. A analise de GDOES vai de
encontro mais uma vez do EDS da secao transversal realizado do filme A1, no entanto,
a perfilometria diverge da espessura encontrada para o filme na secéo transversal
obtido por MEV, sendo 15 um para perfilometria e 65 ym para o observado na
microscopia.

Esta variagdo de intensidade de sinal elementar do cobre ao longo da secgéo
transversal do filme indica uma matriz polimérica com muitas variacées de estrutura,
com regides com boa dispersao da particula e outras com acumulo de cobre nao
disperso. O que impacta diretamente a fotoatividade antimicrobiana do filme, em
contrapartida, comparando a apresentacdo do filme no presente trabalho com o
encontrado em literatura, Schio, 2023, onde as andlises de EDS de um filme

polimérico a base de PVA com micro e nano particulas de cobre revela o acumulo
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quase que total do cobre na regiao entre o polimero e o substrato. As analises de
GDOES, MEV e EDS demonstraram que ha cobre na superficie do filme, em contato
com o ambiente, e como sera apresentado posteriormente, propiciando a ocorréncia

de uma potencial atividade antimicrobiana.

4.2 CARACTERIZACAO DO ENSAIO FUNGICO E FOTOATIVIDADE FUNGICIDA
DOS FILMES COMPOSITOS

Para avaliar a fotoatividade dos filmes compdsitos foi realizada a contagem de
col6nias fungicas de levedura da C. albicans em meio sdlido, cultivadas da mesma
forma em triplicata, com diferenciacdo de condi¢cao de iluminacido. Os ensaios foram
realizados utilizando como base comparativa uma amostra de controle, laminula de
vidro esterilizado sem quaisquer aplicagdes de filme.

Apo6s 24 horas de incubagdo, decorrida posteriormente a incubacgao das
laminulas em estufa sobre efeito de luz e escuro, as avaliagdes de crescimento para
as amostram mantidas sob auséncia de luz foram feitas e apresentadas de forma

comparativa na Figura 28, a seguir.

Figura 28 - Comparacgao do crescimento de coldnias de fungos sobre diferentes
tratamentos na auséncia de luz

Esclu ro

Laminula Polimero Cobre

Fonte: O Autor (2024).

Nota-se, conforme o desenvolvimento da levedura nas placas, um efeito

fungicida evidente para o filme de cobre em comparagcdo as placas oriundas dos
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tratamentos de controle e com filme polimérico. Essa acao fungicida do cobre ja foi
reportada em literatura, como em Ditta et al. (2008), Quaranta et al. (2011) e mais
recentemente Sultana et al. (2023). E importante notar que para a placa de cobre,
amostra A1-2, ndo houve o crescimento ou principio de crescimento de quaisquer
colonias de leveduras, indicando que o fungo morreu antes mesmo da sua aplicagao,
podendo ter ocorrido em razbes da manipulagdo ou ao longo do procedimento de
teste, sendo um fenémeno nao-raro para este tipo de ensaio.

As avaliagdes do crescimento de coldnias do fungo oriundas do cultivo em

laminulas expostas a iluminagao controlada sao apresentadas na Figura 29.

Figura 29 - Comparagao do crescimento de coldnias de fungos expostas a luz sobre
diferentes tratamentos na auséncia de luz
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|
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Fonte: O autor (2024).

Dentre os diferentes tratamentos de amostras, € possivel observar visualmente
o efeito fungicida do filme compdsito de cobre entre as placas onde o filme das
amostras A1-1, A1-2 e A1-3 apresentam um efeito pratico e eficaz contra a proliferagéo
da C. albicans.

Para efeitos comparativos de mesmo tratamento sob diferentes condi¢des de
iluminagao, as placas foram dispostas lado a lado, e apresentadas conforme a Figura
30.
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Figura 30 - Comparagao do crescimento de C. albicans em diferentes condi¢des de
iluminacao
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Fonte: O autor (2024).

A imagem demonstra visualmente que os efeitos fungicidas do cobre sobre o
crescimento do fungo sdo muito semelhantes em ambas as condigbes de iluminagao,
ndo podendo ser distinguidas desta forma, sendo necessario realizar a analise
estatistica do controle de porcentagem de crescimento com base nas amostras de
cultivo em laminula pura, sem a presenca do filme. Para o presente trabalho foram
realizadas as contagens de col6nias no fator de diluigdo de 10, e em alguns casos
foi necessario a contagem em fatores menores e posteriormente sua conversao para
o fator estipulado.

Devido a amostra A1-2 que estava sob a auséncia de luz ndo ter desenvolvido
ou apresentado crescimento de coldnia de C. albicans, os dados referentes ao A1-2
para a condi¢cdo de luz foram descartados, por razées de controle estatistico e
evitando assim erros agregados ao calculo.

A concentragado que melhor expressava a diferenga entre uma colénia e

outra foi definida como o fator 1:10.000. Os resultados serao expressos em percentual
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de unidades formadoras de col6nias comparadas ao controle negativo, laminula sem

qualquer filme. As porcentagens de controle sdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Porcentagem de controle sobre o crescimento de C.albicans nas amostras

A0 e A1
CONTROLE (%)
ESCURO
TRATAMENTC 1 2 3
A B A B A B
ACONTROLE 90,48 103,17 96,83 106,35 117,46 85,71
AO 90,48 103,18 73,02 69,84 31,75 36,51
Al 0,71 0,64 - - 1,27 1,25
LUZ
1 2 3
A B A B A B
ACONTROLE 92,20 110,09 94,95 104,59 96,33 101,83
AO 99,08 97,71 52,29 59,17 116,97 119,72
Al 0,04 0,03 - - 0,14 0,10

Fonte: O Autor (2024).

Com base nos valores encontrados para controle, foi obtida a média respectiva
a cada um dos tratamentos em relagao a triplica e o seguimento de colénias, sendo
submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) e subsequentemente as médias foram
confrontadas pelo Teste de Tukey com uma probabilidade de erro de 5,0 %. A Tabela

3 a seguir apresenta esta analise estatistica.

Tabela 3 - Analise de variancia por sequenciamento de letras

CONTROLE (%)!

TRATAMENTO ESCURO LUZ
ACONTROLE 100ax 100ax
AO 67,46bx 90,83ax
Al 0,97cx 0,08by

Fonte: O Autor (2024).

Nota: Médias seguidas em coluna pela mesma letra seja a/b/c, ndo apresentaram diferenca estatistica
significativa pelo Teste de Tukey a 5,0 % de probabilidade (valor-p > 0,05), médias seguidas em linha
pela mesma letra seja x/y, ndo apresentaram diferenga estatistica significativa pelo Teste de Tukey a

5,0 % de probabilidade (valor-p > 0,05). "Média dos controles em triplicata e seguimentos.

Foi possivel verificar que os diferentes tratamentos empregados apresentaram

diferencas significativas entre si para as amostras que foram mantidas sobre a
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auséncia de luz, para as amostras mantidas sob iluminagdo controlada, € plausivel
dizer que a amostra de controle e A0 ndo apresentaram diferenga significativa, no
entanto, comparativamente a A1, houve diferenga significativa.

Entre as condi¢des de ensaio, sejam eles realizados no escuro ou na luz, foram
encontradas diferengas significativas apenas entre as amostras A1, indicando a
presenca de um efeito fotoativo fungicida, com claro controle inibitério de crescimento
de colbnias da C. albicans. Este efeito pode ser mais bem visualizado na Figura 31 a

seguir, indicando as diferengas entre os controles e os desvios padrdo encontrado
para as amostras.

Figura 31 - Representacao do controle de crescimento de C. albicans em diferentes
tratamentos sobre auséncia e presenca de luz
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Fonte: O Autor (2024).

Com este efeito evidenciado, pode-se dizer que as microparticulas de cobre
utilizadas apresentavam propriedades fotoreativas, com isso, o filme compdsito com
as microparticulas apresentou fotoatividade fungicida com concentracao de 2% m/v
de cobre, sendo suficiente para inibir o crescimento das leveduras de C. albicans em

até 99,9%, avaliando com base na taxa de crescimento de 0,08% sobre a amostras

de cobre na luz.
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5 CONCLUSAO

As amostras de filme polimérico e compdsito obtidas, quanto a morfologia,
apresentaram estruturas esperadas de filmes compdsitos condizentes com o
encontrado na literatura sendo preparados com sucesso, tendo maiores distingdes na
espessura e distribuicdo de carga de cobre sobre a superficie do filme. Quanto as
analises de MEV-EDS, os elementos detectados vao de encontro a trabalhos ja
documentados na area, sendo os principais sinais reportados como sendo de carbono
e oxigénio para o filme polimérico e carbono, cobre e oxigénio para o flme compdsito.

Os difratogramas obtidos por DRX, assim como os espectros de FTIR,
demonstraram compatibilidade com a literatura, demonstrando nao ter ocorrido
contaminagao de qualquer outro material e que os polimeros empregados, PMMA e
PVA, séo de fato os materiais propostos para o desenvolvimento do filme. A banda
proibida da microparticula de cobre, avaliada por UV-Vis, foi de 1,89 eV, estando de
acordo com o reportado na literatura. As analises de GDOES, apresentaram como
estavam dispostas as particulas de cobre ao longo da secgéo transversal do filme
composito, ajudando a elucidar em qual camada havia maior concentragdo das
particulas corroborando com a fotoatividade fungicida, devido a intensidade de
particulas de cobre na camada mais externa.

As particulas de cobre e o filme compésito elaborado com elas, provaram sua
atividade fungicida, com clara redug¢ao do crescimento de colbnias de leveduras de C.
albicans, proporcionando uma eficacia de até 99,9 % na eliminagéo do patégeno. E
fica evidenciado que o filme desenvolvido no presente trabalho apresentou
fotoatividade fungicida, tendo suas propriedades antimicrobianas amplificadas sobre
a presencga de luz. Diante disso, o flme desenvolvido alcanga o objetivo final e todos
os objetivos propostos no presente trabalho, e se torna um potencial aliado como
material antimicrobiano para aplicagcdes em diversos seguimentos do mercado, sendo

necessaria apenas algumas adequacdes a sua aplicagao final.

6 SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS
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Estes estudos iniciais evidenciaram a potencial atividade fungicida do filme
composito a base de cobre e PMMA-PVA no crescimento e proliferacdo do patégeno
Candida albicans, apresentando uma possivel aplicacdo antimicrobiana contra outros
patogenos. Outras analises se fazem necessarias, buscando o aperfeicoamento dos

resultados obtidos, sugere-se:

a) realizar a melhoria na forma de obtengdo da matriz polimérica com o objetivo
de auxiliar na dispersdo das microparticulas de cobre e no estudo das
propriedades quimicas e mecanica do filme compdésito.;

b) aumentar ou diminuir a concentracdo de cobre nas amostras, buscando uma
concentragcdo que apresente maiores efeitos reativos a luz, ou que apresenta
uma concentracdo de cobre minima inibitoria;

c) avaliar a possivel atividade fungicida realizando ensaios com filmes contendo
diferentes concentracbes de cobre, em fitopatdgenos, acompanhando o

retardamento no crescimento micelial dia a dia;
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