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Resumo

Os biofilmes constituem uma nova forma de vida que oferece maior resisténcia
aos micro-organismos, protegendo-o0s contra agressdes fisicas e quimicas do meio
envolvente, o que facilita a sua adaptacdo em condicGes adversas. O desenvolvimento
de biofilmes patogénicos em superficies de contato nas areas da salde (proteses e
instrumentos cirdrgicos) e alimenticia (equipamentos e tubulacdes) é a principal causa
do acréscimo de contaminagcdes que podem, eventualmente, originar problemas de
salde publica e de ordem econ6mica. Para prevenir, controlar ou erradicar biofilmes,
alternativas tecnoldgicas vém sendo desenvolvidas e testadas em materiais com
propriedades antimicrobianas. Dentro deste contexto, este trabalho teve por objetivo
avaliar as propriedades antimicrobianas dos ions prata (Ag") implantados no ago
inoxidavel austenitico AISI 304 a baixa energia (4 keV) no equipamento lon Plating
Diversified (IPD). As bactérias estudadas foram Escherichia coli (IBEc 101) e
Staphyloccocus aureus (ATCC 6538). As simulacGes de Monte Carlo previram para
uma determinada energia de polarizacio, o perfil de dose e profundidade de ions Ag*
implantados no aco. A analise fisico-quimica apresentou doses de prata, na ordem de
grandeza de 10'® 4tomos/cm? em profundidades menores do que 10 nm. A densidade
areal de atomos de prata implantados foi influenciada pela relacdo entre o indice de
corrente de emissdo e o tempo de processo. Os resultados microbiolégicos obtidos
apresentaram uma significativa reducdo na aderéncia bacteriana (95% de E. coli e 90%
de S. aureus) em relacdo aos seus controles. Porém, impurezas como 0 0Xigénio
encontrado na superficie das amostras alteraram a capacidade de aderéncia das células
bacterianas. A variacdo do pH do meio de cultura fez com que a repulsdo eletrostatica
entre as células bacterianas e a superficie soélida aumentasse para valores de pH
proximos da neutralidade e diminuisse para valores de pH nédo alcalinos, interferindo
desta forma, na adesdo das bactérias. Ainda que faltem dados que comprovem seu
rendimento e o custo total do produto tratado, existe uma enorme perspectiva de tornar

0 processo IPD em escala industrial.

Palavras-chave: Biofilmes, propriedades antimicrobianas, implantacdo iénica a baixas

energias, ions de prata, aco inoxidavel.



Abstract

The biofilms are a new form of life that offers greater resistance to
microorganisms, protecting them against physical and chemical aggressions of the
surroundings, which facilitate its adaptation in adverse conditions. The development of
pathogenic biofilms on contact surfaces used in the health and food industries is the
main cause of increased contamination that can, eventually, lead to public health
problems and economic order. To prevent, control or eradicate biofilms, technological
alternatives are being developed and tested in materials with antimicrobial properties.
Within this context, this study aimed to evaluate the antimicrobial properties of silver
ions (Ag") implanted on the surface of austenitic stainless steel AISI 304 by the
technique of ion implantation at low energy (4 keV) in an lon Plating Diversified (IPD)
equipment. The bacteria studied were Escherichia coli (IBEc 101) and Staphylococcus
aureus (ATCC 6538). The simulations Monte Carlo has predicted for a given energy of
polarization, the dose and depth profile of ions Ag® implanted in steel. Physico-
chemical analysis presented doses of silver, in the order of magnitude of 10™® atoms/cm?
at depths less than 10 nm. The areal density of silver atoms implanted was influenced by
the relationship between the emission current index and the process time. The
microbiological results obtained showed a significant reduction in bacterial adhesion
(95% for E. coli and 90% for S. aureus) in relation to its controls. However, impurities
such as oxygen found on the surface of samples altered the adhesion of the bacterial
cells. The variation of the pH of the culture medium caused the electrostatic repulsion
between bacterial cells and solid surface increases to pH values close to neutrality and
to shrink to no alkaline pH values, interfering in this way, in the adhesion of bacteria.
Missing data yet proving their income and the total cost of the product treated, there is a

huge prospect of making the process IPD on an industrial scale.

Keywords: Biofilms, antimicrobial properties, low energy ion implantation, ions of

silver, stainless steel.
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1. Introducéo

1. Introducéo

O controle de micro-organismos patogénicos € um campo que abrange diferentes
aspectos da natureza e da vida humana. A investigacdo da adesdo inicial de micro-
organismos e o posterior desenvolvimento do biofilme em superficies sdlidas sdo dois
fatores cruciais para o desenvolvimento de materiais com propriedades antimicrobianas.
Estes materiais visam obter o controle sobre o impacto dos biofilmes, ndo s6 na area da
engenharia, mas também, na &rea da salde, como a ciéncia marinha, a industria
alimenticia e a biomedicina [1 - 3].

Dentre os materiais utilizados nas areas mencionadas, destacam-se 0S agos
inoxidaveis com excelente resisténcia a corrosao, fadiga e fratura. Estas ligas metélicas
sdo empregadas em instrumentos cirdargicos, implantes em menor escala e no
processamento e armazenamento, de alimentos e bebidas. Embora seja uma superficie
lisa e de facil higienizagdo, comparada com outros materiais, ainda estd sujeita ao
acumulo de comunidades microbianas [1]. Estes micro-organismos, como as bactérias
Gram-positivas Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis, as bactérias
Gram-negativas Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli, e leveduras como
Candida albicans e Cryptococcus albidus, podem manter-se imdveis na superficie do
material por um longo periodo de tempo até se proporcionar o seu desenvolvimento na
forma de um biofilme [4 - 6].

Na ciéncia médica, a formacao de biofilmes bacterianos apresenta, geralmente,
um carater nocivo que esta associado a um grande nimero de problemas de salde, tais
como aqueles listados na Tabela 1 [7]. Recentemente, pesquisas relataram
contaminacdes cruzadas de pacientes associadas a formacdo de biofilmes bacterianos
em instrumentos e dispositivos médicos, como por exemplo, na superficie de implantes
(contaminado) e no tecido de hospedeiros (ndo contaminado). Uma vez constituidos, os
biofilmes agem como fontes potenciais de contaminacdo por células de micro-
organismos patogénicos, liberadoras de toxinas e causadoras de inflamacdes e
infeccdes. Nestes casos, os implantes infectados requerem cirurgias e intervencdes
médicas extensas, e dispendiosas, e o0 tratamento pode levar meses. De acordo com a
literatura, a melhor estratégia para combater contaminagdes associadas a implantes é
prevenir que elas ocorram. Isto de fato é possivel, pois a infeccdo bacteriana é
inicialmente planctonica (livre flutuacdo), e somente apds uma fase aguda a bactéria

adere e elabora uma matriz de biofilme [8 - 11].
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Nos equipamentos da industria de alimentos, os biofilmes representam também
um risco potencial de contamina¢do microbiana, que pode comprometer a qualidade dos
alimentos e da saude publica [12]. A acumulacdo de biofilmes em equipamentos pode,
ainda, causar efeitos danosos como perdas de eficiéncia em permutadores de calor,
perdas de carga em dutos e tubulagdes, assim como a aceleragdo da corrosdo de

materiais [2;12].

Tabela 1 — Lista parcial de infecgdes e doengas humanas envolvendo biofilmes patogénicos [9].

Infecgdes ou doencas

Espécies bacterianas formadoras de biofilmes

Pneumonia por fibrose cistica
Otite média
Periodontite

Osteomielite

Caries dentais

Infec¢Bes do musculo-esqueleto
Prostatite bacteriana
Endocardite de valvula nativa

Pseudomona auriginosa e Burkholderia cepacia
Haemophilos influenzae

Bactérias anaerobicas orais Gram-negativas
Varias espécies de bacteérias e fungos, geralmente
misturadas

Cocos Gram-positivos acidogénicos

(ex.: Streptoccocus)

Cocos Gram-positivos (ex.: Staphyloccocus)
Escherichia coli e outras bactérias Gram-negativas
Streptoccocus do grupo viridans

Infecgbes nosocomiais

Pneumonia

Suturas (pontos cirargicos)
Vias arteriovenosas

Tubos endotraqueais

Cistite por cateteres urinarios
Cateteres Hickman

Cateteres centrais venosos
Vélvulas mecanicas do coragéo
Enxertos vasculares
Bloqueio do conduto biliar
Dispositivos ortopédicos
Proteses

Lentes de contato

Bacilos Gram-negativos

Staphyloccocus aureus e S. epidermidis
Staphyloccocus aureus e S. epidermidis

Uma variedade de bactérias e fungos
Escherichia coli e outros bacilos Gram negativos
Staphyloccocus epidermidis e Candida albicans
Staphyloccocus epidermidis e outros
Staphyloccocus aureus e S. epidermidis

Cocos Gram positivos

Uma variedade de bactérias entéricas e fungos
Staphyloccocus aureus e epidermidis
Staphyloccocus aureus e epidermidis
Pseudomona auriginosa e cocos Gram-positivos

Alternativas tecnoldgicas vém sendo desenvolvidas e testadas visando o controle
dos micro-organismos, dentre elas a modificacdo de superficies, como aco inoxidavel,
com a incorporacgdo de metais com atividade antimicrobiana, como prata (Ag), por meio
de diversas técnicas, entre as quais a implantacao idnica [3; 4 - 6; 13 - 16].

A implantacdo ibnica consiste em introduzir espécies de elementos quimicos em
regides relativamente préximas a superficie destes materiais, a0 mesmo tempo em que
preserva o volume e as propriedades fisico-quimicas do material original [13 - 16]. Tais

elementos, como Ag, Cu, Au, Zn e Sn, apresentam ac¢do contra uma ampla faixa de
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micro-organismos. Dentre todos os ions metalicos, Ag® é o primeiro candidato utilizado
em pesquisas para efeito antibacteriano, sem efeito toxico aparente para as células
humanas, quando em baixas concentragdes, em comparacdo com 0s outros ions de
metais pesados [3; 17 - 19]. Segundo estes estudos, a concentra¢do ou dose maxima de
implantagdo idnica pode atingir até 3x10'” &tomos/cm? a uma profundidade de
aproximadamente 30 nm quando aplicada uma energia de 100 keV (Figura 1a).
Condigdes semelhantes a estas constataram um efeito antibacteriano de 99,5% na
superficie de acos inoxidaveis [5; 6; 17; 18 - 20].

No entanto, as limitages encontradas no equipamento do método de
implantacdo ibnica, torna inatingivel a producdo industrial em larga escala, onde, em
dados mais otimistas a area superficial implantada pode ser algo em torno de 4 cm? e
com tempo de duragéo de 12 a 14 horas. Além disso, os ions implantados requerem uma
energia minima de 30 keV, para atingir concentragdes de 1x10'® 4&tomos/cm? em regides
proximas da superficie. Estes fatores elevam o custo total do processo, inviabilizando a
aplicacdo prética baseada neste método [14; 16].

Embora existam muitos trabalhos com o propdsito de modificacdo do aco
inoxidavel pela técnica de implantacdo ibnica utilizando regimes de interacdo
ions/superficie alvo de media energia (30 keV - 500 keV) e alta energia (> 500 keV),
ndo ha muitos estudos que relatam o seu emprego a baixas energias (0,1 - 10 keV) [4;
21]. Por isso, este trabalho mostra-se como um importante passo na pesquisa de novas
tecnologias que podem ser empregadas para modificar a regido proxima a superficie de
metais.

Neste trabalho é proposto o método de implantagdo i6nica a muito baixas
energias, essencialmente inferiores a 4 keV, em um equipamento de lon Plating.
Através das simulacbes obtidas para esta técnica (Figura 1b), espera-se que um efeito
antimicrobiano significativo possa ser obtido mediante a implantagdo de Ag” a baixas
energias, com concentracdes em torno de 1x10%° &tomos/cm? em profundidades
menores do que 10 nm. Este tratamento superficial visa inicialmente reduzir o nimero
de contaminacBes por micro-organismos patogénicos pela prevencao ou erradicacdo do
desenvolvimento de biofilmes, nas &reas da saude e da industria alimenticia.

O material implantado foi avaliado quanto as suas propriedades fisico-quimicas
com o auxilio das técnicas de espectrometria de retro-espalhamento Rutherford (RBS) e
espectroscopia de emissao Otica por descarga luminescente (GD-OES). O efeito sobre

0s micro-organismos testados (E. coli e S. aureus) foi avaliado através de testes de
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aderéncia e formacdo de biofilmes obtidos por espectrofotometria de ultravioleta/visivel
(UVIVis), apbs coloracdo celular com corante violeta genciana. O processo de adesdo
irreversivel dos micro-organismos foi identificado por microscopia eletrénica de
varredura (MEV).
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Figura 1 — Simulacéo do perfil de concentracdo/profundidade dos ions implantados no aco inoxidavel (a)
média energia (100 keV) e (b) baixa energia (4 keV). Os perfis foram obtidos através de simula¢des do
software SRIM, as quais sdo descritas com detalhes nos subcapitulos 2.4.1 e 3.4.1.
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2. Reviséo bibliogréafica
2.1. Biofilme

O conceito de biofilme tem emergido gradualmente de estudos cientificos
durante longo periodo de tempo, porém, nas Ultimas trés décadas, essa concepgao tem
avancado consideravelmente [22].

A primeira publicagdo detalhada sobre biofilmes foi descrita, na metade do
século passado, pelo microbiologista Claude E. Zobell, do Instituto Scripps de
Oceanografia, da Universidade da Califérnia. Neste estudo foi evidenciada a adesdo de
bactérias marinhas nos cascos de navios em diferentes tipos de superficies submersas,
incluindo vidro, metal e polimero. Constataram-se mais fragmentos de células
agregadas em superficies sélidas do que células individuais em suspensdo [23]. A
acumulacdo de biomassa nos cascos de navios € responsavel pela diminuicdo da
velocidade e manobrabilidade, devido ao aumento do atrito, resultando num aumento do
consumo de combustivel que pode atingir 40% [24].

Com o avanco da tecnologia, técnicas mais sofisticadas e efetivas foram
empregadas pelos investigadores que designaram o nome de biofilme, aos micro-
organismos aderidos numa superficie sélida, compostos por células microbianas de
fisiologia distinta, chamadas sésseis ou bentbnicas. Essas estruturas formadas
espontaneamente demonstraram serem menos susceptiveis a agressdes ambientais do
gue 0s micro-organismos encontrados em sua forma planctonica. Com base nestas
observac0es, foi concluido que muitos micro-organismos preferem um estilo de vida
comunitario associado a superficies, ao invés de uma existéncia némade. O biofilme
representa um modo de crescimento e de resisténcia que permite aos micro-organismos
sobreviverem em ambientes hostis, dispersando e colonizando novos nichos [7; 22; 25].
Entretanto, os micro-organismos plancténicos precursores da formacdo de biofilmes
foram, durante muitos anos, referéncia para a selecao de agentes antimicrobianos [26].

A partir de entdo, os biofilmes sdo definidos como sistemas biolégicos altamente
organizados, onde diversos tipos de micro-organismos (predominantemente as
bactérias) estabelecem comunidades funcionais estruturadas e coordenadas, aderentes a
uma superficie inerte (abiotica) ou viva (bidtica). Os biofilmes representam a parte
maioritaria de toda a vida microbiana (estima-se que mais de 90% dos micro-
organismos vivam sob a forma de biofilmes), tanto em quantidade como em termos de
atividade [27].
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Os micro-organismos dentro de um biofilme vivem em microcolnias e
representam somente uma pequena parte da massa e do volume de um biofilme (menos
de 10%). As microcolonias estdo encapsuladas numa matriz composta de substancias
poliméricas extracelulares, frequentemente denominadas de EPS (do inglés
extracellular polymeric substances). Estas substancias formam uma estrutura porosa e
altamente hidratada com canais de &gua entre as microcol6nias. Estes pequenos canais
de 4gua abertos atuam como um sistema pseudocirculatorio para o fornecimento de
nutrientes e remocao de residuos metabdlicos [27 - 30].

Os biofilmes formam-se naturalmente em qualquer superficie sélida em contato
com agua ndo esterilizada, como tecidos vivos, dispositivos médicos e sistemas de agua.
Na maior parte das superficies solidas, os biofilmes se formam com espessuras da
ordem dos milimetros ou mesmo micrometros; entretanto, a espessura de alguns
biofilmes pode atingir varios centimetros, como no caso dos tapetes de algas [29].

A densidade populacional é um fator importante que influéncia no crescimento
de um biofilme. O aumento da densidade populacional gera alteragdes na estrutura do
biofilme, elevando a complexidade e a resisténcia microbioldgica contra agressoes
externas. Os biofilmes sdo responsaveis por mais de 60% das infeccGes bacterianas
humanas [7; 27]. Portanto, o crescimento do biofilme tem consequéncias importantes na
industria e na salde humana, e deve ser tratado como uma nova forma de vida que
merece enfoque diferenciado em relacdo a abordagem adotada pela microbiologia

tradicional.

2.1.1. Micro-organismos formadores de biofilmes

Dentre todos os micro-organismos, sdo as espécies bacterianas que mais
comumente produzem biofilmes em condicdes favoraveis, ainda que algumas
apresentem, naturalmente, uma maior aptiddo que outras. A maioria das bactérias
apresentam elevadas taxas de reproducdo, grande capacidade de adaptacdo e de
producdo de substdncias e estruturas extracelulares que as protegem do meio
circundante. Essas caracteristicas as tornam excelentes organismos capazes de colonizar
qualquer superficie, até mesmo em condicBes extremas [31].

As espécies bacterianas sdo divididas em dois grupos distintos: as bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas. Esta classificagdo distingue as diversas estruturas das

membranas celulares das bactérias, como mostra a Tabela 2. As bactérias Gram-
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negativas como, por exemplo, a Escherichia coli, normalmente tém uma parede celular
bem definida, composta por peptidoglicano e uma bicamada de fosfolipidios abaixo da
membrana citoplasmatica. Ao contrério, as bactérias Gram-positivas, como a
Staphylococcus aureus, tém uma camada fina de 1-2 nm de espessura e uma camada
alternada de peptidoglicano entre a parte interna e externa da membrana citoplasmatica
(Figura 2) [9; 32].

Tabela 2 — Diferenciacdo da composi¢do quimica da membrana celular de bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas. Adaptado de [32].

Componentes Bactéria Gram-positiva | Bactéria Gram-negativa
Peptidoglicano + +
Acidos Lipoteicdicos + -
Polissacarideos + -
Proteinas +0U- +
Lipopolissacarideos - +
Lipideos - OU + +

Gram-Positiva Staphylococcus aureus

Acido tecoico
de parede

Parede celular

Membrana
plasmatica

Ss

Proteina

Gram-Negativa Escherichia coli

Proteina porina

Polissacarideo O

Li i s
ipopolissacarideo {Lipi o

Fosfolipideo
Lipoproteina

Enzimas
e outras

Membrana externa
Parede celular

Peptideoglicana
Membrana
Plasmatica

Espaco periplasmico

Figura 2 — Representacdo da parede celular das bactérias Gram-positiva Staphylococcus aureus e Gram-
negativa Escherichia coli. Adaptado de [31].
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A Escherichia coli € uma bactéria anaerobica facultativa, ou seja, ndo necessita
de oxigénio para formar um biofilme, embora desenvolvam mais rapidamente em
ambientes ricos em oxigénio. Esta bactéria é proveniente da flora intestinal e apresenta-
se na forma de um bacilo, sendo que cada bactéria mede aproximadamente 0,5 um de
largura por 2 pum de comprimento [31]. Geralmente, a bactéria em questdo habita o trato
gastrintestinal de humanos e outros animais endotérmicos, sem causar problemas de
satde. No entanto, ao se direcionar para a circulacdo sanguinea ou demais regides do
corpo, é capaz de provocar doencas e infeccdes no proprio hospedeiro. Também pode se
manifestar pela ingestdo de &gua ou alimentos contendo cepas da bactéria, liberadas
juntamente com as fezes de individuos contaminados, assim como pelo contato com
animais doentes e instrumentos médicos contaminados. A E. coli causa infec¢gdes no
trato urindrio que afetam aproximadamente 7 milhdes de pessoas anualmente, sendo
estas infec¢Ges uma das mais comuns adquiridas por humanos [33].

A Staphylococcus aureus ¢ a mais virulenta espécie do seu género pela alta
producdo de exotoxinas, e € uma das espécies patogénicas mais comuns, juntamente
com a Escherichia coli. Apresenta-se na forma esférica (cocos) com cerca de 1 um de
diametro que formam grupos com aspecto de cachos de uvas com cor amarelada, devido
a producdo de carotenoides. Essa bactéria merece uma atencao consideravel, ja que € a
principal causa da osteomielite (infeccOes Osseas) associadas a corpos estranhos, como
proteses e dispositivos osteosintéticos. Aproximadamente, 40 a 60% das infeccdes
associadas a S. aureus adquiridas via nosocomial, sdo agora consideradas endémicas em
hospitais [34]. As infeccbes sdo frequentemente causadas por pequenos cortes na pele
(aproximadamente 15% da populacdo), sendo que 60% sdo portadores transitorios deste

tipo de bactéria na pele ou flora nasal [31; 34].

2.1.2. Mecanismo de adesao e formacao de biofilmes microbianos

A formacdo de um biofilme esta integrada ao ciclo de vida das células
procaridticas. Este fendmeno é responsavel pela origem de um sistema biol6gico com
alto nivel de organizacdo, em que 0s micro-organismos formam comunidades
funcionais, estruturadas e coordenadas, com atributos para organismos multicelulares e
ecossistemas de faces maltiplas [35].

A estrutura de biofilmes pode ser comparada a de cidades em miniatura, com

canais e vazios que permeiam as microcol6nias, como estradas e vias percorrendo entre
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edificios altos. A construcdo de uma cidade (biofilme) é um processo complexo e
desempenha um papel muito importante na atividade dos micro-organismos. Em
conjunto com as condigdes hidrodinamicas e fornecimento de nutrientes, a forma do
biofilme influéncia a transferéncia de massa das espécies quimicas envolvidas. Apesar
disso, a alma de grandes comunidades séo as redes sociais e a comunicacgdo eficaz entre
0s trabalhadores, neste caso 0S micro-organismos, que evidenciam as interacOes
mutuamente benéficas entre as células microbianas e o desenvolvimento do biofilme
[36 - 38].

A atividade das células microbianas é uma série coordenada de eventos
moleculares, em conjunto com fatores externos, como forgas de atrito e outras forcas
mecénicas envolvidas que moldam a estrutura dos biofilmes. Estes eventos moleculares
sdo parcialmente controlados por quorum sensing (QS), através de sinais quimicos. Este
mecanismo de comunicagéo intercelular é dependente da densidade populacional dentro
de um biofilme [36; 39].

A formacdo de um biofilme é resultado de varios processos de natureza fisica e
biologica, tais como crescimento e divisdo celular e producdo e excrecdo de EPS. A
Figura 3 ilustra um modelo simples do desenvolvimento de um biofilme, o qual
descreve 0 processo em cinco estagios. Apos a fixacdo inicial de células microbianas
(processo 1), o resultado dos processos ocorrentes (processos 2, 3, 4 e 5) define tanto a

estrutura como a atividade do biofilme.

MEIO LIQUIDO

0N &
Células bacterianas planctonicas
= O O Sa
i [ 4
Q Entrada
de nutrientes

1 2 Saida il
O S de produtos s~ = /00 =
SUPERFICIE SOLIDA

Figura 3 - Esquema dos estagios do desenvolvimento de biofilmes. Adaptado de [29].
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1. Adesédo reversivel: Transporte de células livres do meio liquido para uma
superficie solida e sua subsequente fixacdo. Esta adesdo € considerada reversivel, pois é
possivel observar o retorno de células aderidas ao seu estado planctonico. As principais
forcas deste evento sdo as ligacGes de hidrogénio, Van der Waals e interagcdes
eletrostaticas. Os fatores que podem influenciar esse processo sdo: pH, concentracao e
biodisponibilidade de nutrientes, presenca de compostos organicos e inorganicos,
autoindutores do QS e temperatura [29; 36; 40; 41];

2. Adesdo irreversivel: Caracteriza o inicio da presenca de microcoldnias
(aglomerado de células aderidas entre si e a uma superficie) e da producdo de
exopolissacarideos (EPS). A adesdo completa ou irreversivel ocorre, aproximadamente,
2 h ap6s a adesdo inicial. A principal forca de ligacdo célula-superficie é conferida pela
matriz tridimensional e insoltvel de EPS atraves da comunicacédo célula-célula [40];

3. Inicio da maturagéo: Crescimento, divisdo e agregacédo de celulas fixas, umas
as outras, a custa de nutrientes provenientes do liquido circundante, conjuntamente com
a producéo e excrecdo de EPS, formando a estrutura do biofilme. Nesta etapa, muitas
células alteram os seus processos fisiologicos em resposta as condi¢fes nos seus nichos
[29; 36];

4. Maturacdo: Fixacdo de células microbianas e outras particulas flutuantes,
contribuindo para a acumulacdo de microcolonias. As células dentro da matriz de EPS
comegcam a se multiplicar, emitindo sinais quimicos que Ihes permite intercomunicar
com todas as células microbianas. O biofilme maduro, com alta densidade populacional,
é caracterizado por uma arquitetura complexa que inclui canais, poros e ainda uma
redistribuicdo das bactérias por locais afastados do substrato. O aumento da espessura
do biofilme fornece estabilidade as comunidades microbianas contra a flutuacdo do
ambiente [29; 40; 41];

5. Dispersdo de células: A ultima etapa do ciclo de um biofilme envolve a
liberacdo de material celular, segundo dois mecanismos: (a) erosdo (perda de células
individuais) ou (b) descamacéo (perda de células agregadas). O desprendimento € um
fator importante para o desenvolvimento do biofilme, pois parece ser um evento
fisiologico regulado. Apds a maturacdo do biofilme, os niveis da matriz de EPS
aparentam diminuir, provavelmente devido ao metabolismo, com subsequente liberacédo
de células individuais ou agregadas de um biofilme. A causa no desprendimento de
celulas do biofilme deve estar relacionada a0 aumento da concentracdo de moléculas,

responsavel pela liberacdo de enzimas que degradam a matriz polimérica. As células

10
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desprendidas se apresentam moveis e assemelham-se as células planctonicas, podendo
disseminar uma contaminag&o no alimento e uma infecgéo no hospedeiro, ou formar um
novo biofilme na linha de producdo [36; 40; 41].

Além dos fatores mencionados durante as etapas de desenvolvimento do
biofilme, existe um fator bioldgico mais complexo, cuja relevancia foi constatada pela
adaptacdo dos micro-organismos as mudancas das condi¢gdes naturais. As mudancas
fisiolégicas sofridas pelas células dependem da sua capacidade de perceber e responder
ao ambiente externo, assim como a de modular a expressédo do gene em conformidade
[42].

Essa capacidade de adaptacdo dos biofilmes tem sido considerada uma resposta
ao mecanismo de QS [39]. Entre 1 - 10% dos genes de bactérias sdo regulados por esse
mecanismo. O mesmo € conseguido atraves da producdo de uma molécula auto-indutora
(Al) pelas células bacterianas, que atravessa as células por difusdo e acumula-se no
ambiente em quantidade proporcional ao crescimento celular, conseguindo ativar 0s
genes e levando em vigor os fenétipos em questdo [40]. Por meio deste mecanismo, a
bactéria é capaz de detectar a concentracdo de auto-indutores e, desta maneira, perceber
o tamanho da populacédo [39].

Este fator bioldgico mais complexo ndo foi considerado neste estudo. Mesmo
assim, descrever este mecanismo de comunicacdo intercelular torna-se indispensavel.
Tal fator foi considerado irrelevante, devido a énfase dada ao trabalho de prevenir ou
reduzir a adesdo primaria dos micro-organismos, de modo a impedir ou retardar o
desenvolvimento dos biofilmes. Além disso, foram constatados que alguns micro-
organismos ndo necessitam de mecanismos de sinalizacéo intercelular para a formacao
dos biofilmes [43]. Portanto, a nosso ver, os fatores fisicos e biolégicos basicos
mencionados anteriormente, como adesdo e efeito do pH na ligacdo célula-superficie,

sdo mais importantes e vao ser objeto de uma abordagem mais pormenorizada.
2.1.3. Aspectos fisicos, quimicos e biolégicos na adesdo microbiana

A adesdo do micro-organismo é um processo complexo regulado por diversas
caracteristicas do meio de crescimento, substrato e superficie da célula. Esta etapa

inicial na formacdo do biofilme pode ser definida como a energia necessaria para uma

unido entre o substrato e a célula, ou seja, o trabalho necessario para remové-la e
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retoma-la ao seu estado original [8; 36; 44]. O resultado dessa interacdo origina o
acumulo de biomassa e materiais extracelulares na superficie de um material [26; 45].

E através da acdo da forca gravitacional ou pelo movimento do fluido que
conduz as particulas orgéanicas e inorganicas, como lipideos, sais minerais e proteinas,
que os biofilmes se estabelecem na superficie do material em meio aquoso. O
desenvolvimento do biofilme pode ser retardado ou acelerado, conforme varia a
concentracdo de particulas e sua afinidade com o substrato e as condigdes
hidrodinamicas do meio. Em fluidos em repouso, geralmente, 0 micro-organismo
desloca por difusdo por causa dos movimentos Brownianos (deslocamento médio das
particulas de 40 um/h) ou por causa da mobilidade resultante dos apéndices celulares.
Em fluidos em movimento, a aproximacdo das células a superficie € resultante da
convecgdo, uma vez que a velocidade do transporte convectivo € superior a de difusdo
[26; 45]. Além disso, as caracteristicas superficiais do material, como por exemplo, a
carga, a tensdo e a energia potencial podem ser alteradas favoravelmente apds a
constituicdo do biofilme, o que pode facilitar ou dificultar a adesdo microbiana [44].

O transporte celular, representado no diagrama da Figura 4, mostra que a adesao
inicial entre celula e superficie (50 nm), ocorre como consequéncia de forgas de curto e
longo alcance, dando inicio a um processo reversivel ou irreversivel. No primeiro caso
(processo reversivel), o micro-organismo, apos se fixar a superficie, continua a exibir
movimentos Brownianos, sendo removido gracgas a acao de forcas de tensdo, ou entéo,
pelo proprio movimento celular. Neste momento, hd também a acdo de forcas de longo
alcance, Van der Waals e eletrostaticas, que fixam a célula a superficie. Contudo,
quando o micro-organismo deixa de exibir movimentos Brownianos, a adesdo torna-se
irreversivel, sendo dificilmente removido da superficie [44 - 46]. Tal fato é possivel
pela adsorcdo de ions ou ionizacdo de grupos funcionais, uma vez que na superficie
celular existem compostos acidos (acidos carboxilicos e fosfatos) e basicos (aminas)
que reagem com ions OH™ e H3O" presentes na solucdo. Desta forma, se considera
também que a carga superficial dos micro-organismos imersos em meios aquosos, seja
um dos fatores mais determinantes durante a etapa de adesao [44].

Este fendmeno é dependente do pH do meio, sendo que em solucbes alcalinas, as
bactérias possuem uma carga global negativa em consequéncia de haver um maior
namero de grupos fosfato e carboxilicos. Contudo, quando o pH ndo é alcalino, as
bactérias podem apresentar uma carga global positiva, por causa da predominancia de

grupos amina [46].
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Neste caso, se a célula microbiana e a superficie apresentarem mesmo sinal e o
meio apresentar baixa forca idnica, havera um maximo de energia potencial ou energia
de barreira, e um minimo de energia, designado minimo primario, que se localiza a uma
distancia inferior a 15 nm da superficie. A reducédo da energia de barreira ocorre quando
se aumenta a forca ionica do meio, em consequéncia da diminui¢do da energia potencial
da dupla camada elétrica. Quando o meio apresenta valores intermediarios de forca
elétrica, 0 maximo de energia diminui e aparece um minimo secundario que se situa
entre 10 a 20 nm da superficie e pode ser tanto mais profundo quanto maiores forem as
forcas atrativas de Van der Waals, e consequentemente, quanto maior for o tamanho das
particulas. Nestas condic6es, 0 maximo de energia é em geral baixo e o seu valor é tanto
menor quanto menor for a particula. Se o maximo de energia for ultrapassado e o
minimo priméario for alcancado, a ligagdo entre a bactéria e o substrato torna-se
irreversivel. Contudo, se os valores da forca i6nica do meio forem elevados, a energia
potencial de interacdo serd sempre negativa e, consequentemente, todas as particulas
poderdo atingir o minimo primario. Da mesma maneira, se ambos, micro-organismo
quanto substrato, apresentarem cargas de sinal oposto, ou seja, forgas eletrostaticas
atrativas, o0 minimo primario sera facilmente atingido, o que resulta em uma adesao

forte e irreversivel [44 - 46].

W=
A

Transporte ¢ deposicdo  Forcas de Van der Waals  Forcas de Van der Waals Forcas de Van der Waals,

(Eactena y
>50nm ’ Eacléria
10- 20 nm —|-< 15 nm r‘f")&’

das células livres do e interagdes eletrostaticas interagdes eletrostiticas e
meio liquido especificas.
| Minimo secundario (Regido teérica DLVO) l Minimo primario ]
| Regiao reversivel ' | Regido irreversivel '
| Adsorgio ] | Consolidagao | |  Colonizagio |

Figura 4 - Representacdo esquematica das etapas envolvidas na adesdo de biofilmes [46].

2.1.4. Importancia e impacto dos biofilmes nas atividades humanas

Os biofilmes tém importancia em varias atividades humanas. As atividades

podem ser classificadas em duas grandes categorias: as desejaveis, conduzindo a
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transformacgdes de valor positivo, e as prejudiciais, responsaveis por processos que
devem ser evitados, devido as suas consequéncias negativas que justificam, do ponto de
vista préatico, o estudo do problema. Se utilizados de maneira controlada, os biofilmes
podem ser benéficos, como por exemplo, nas estacBes de tratamento de efluentes e de
agua potavel que removem organismos patogénicos e reduzem a quantidade de matéria
orgéanica na agua através de interacdo com os biofilmes [47]. Outros exemplos que
podem ser citados sdo: a industria de alimentos que utiliza os biofilmes para a producéo
de fermentados (vinagre, shoyu e &cido acético), aplicacdes farmacéuticas através da
producdo de metabolitos secundarios [29], processos biolégicos para a extracdo de
metais a partir de minério [48] e producdo de biopolimeros para usos diversos [29].

O crescimento ndo desejado de biofilmes, em contrapartida, tem um impacto
negativo em vérias atividades. Os biofilmes, principalmente patogénicos, causam danos
em equipamentos, tubulacGes e pecas metalicas pela corrosdo microbioldgica [49],
contaminacdo em industrias de alimentos e em sistemas de agua [50], doencas
periodontais [51], infeccOes hospitalares relacionadas a biomateriais e instrumentos
cirurgicos [7; 8], perdas energeticas relacionadas com o aumento de atrito, resisténcia
acrescida a transferéncia de calor e perdas de pressao s@o alguns dos efeitos adversos da
acumulacdo de biofilmes microbianos [49]. Os diversos problemas relacionados aos
biofilmes representam perdas significativas para as industrias a nivel global.

O agravamento econdmico gerado pela frequente presenca dos biofilmes nas
industrias resulta do acréscimo de despesas com limpeza, manutencdo de equipamentos,
perda de horas de trabalho, além de problemas no controle de qualidade dos produtos
[26]. Nao obstante, os biofilmes patogénicos causam infeccdes e intoxicacOes, que
resultam em taxas expressivas de mortalidade e no aumento dos custos assistenciais, em
decorréncia de despesas hospitalares com a recuperacdo da doenca. Aproximadamente
25% dessas doencas estdo envolvidas a matéria-prima, aos equipamentos e utensilios

contaminados, sujeitos, portanto, a formacao de processos de adesdo microbiana [52].
2.1.5. Estratégias desenvolvidas no controle de biofilmes
Pesquisadores de varias areas tém estudado os biofilmes, como resultado do seu

envolvimento numa larga escala de atividades humanas, tanto para impedir infeccGes

associadas aos biofilmes ou a sua acumulagdo indesejada em equipamentos industriais,
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como para influenciar o desenvolvimento e atividade de um biofilme para uma
aplicacdo bioindustrial particular.

A investigacdo para a prevencdo da formagdo, controle ou erradicagdo dos
biofilmes, na utilizacdo de materiais com propriedades antimicrobianas, é considerada
de grande importancia, uma vez que os biofilmes, quando formados, sdo de dificil
remocdo e frequentemente resultam em populacdes persistentes e endémicas [52; 53].
Existem varias técnicas sendo desenvolvidas para o controle de biofilmes, em funcéo do
elevado nimero de areas cientificas envolvidas. Dentre estes métodos podem ser citados
os de microbiologia molecular que utilizam enzimas com o objetivo de degradar a
matriz de EPS envolvida na adesao e na integridade estrutural do biofilme [54]; o uso de
bacteriéfagos que proporciona a acéo litica e tem a capacidade de induzir a sintese de
enzimas capazes de degradar polimeros [55]; a utilizacdo de microsensores para 0
estudo de tapetes de algas [56]; a acdo oligodinamica obtida pela modificacdo das
caracteristicas da superficie de materiais através de agentes antimicrobianos (sais de
amonio quaternario, antibidticos sintéticos, nanoparticulas e ions metalicos) [18; 57].

Nesta Gltima técnica, 0s agentes antimicrobianos implantados, mais
especificamente, as nanoparticulas ou ions de metais, apontam lograr a prevencao ou 0
retardamento da adesdo microbiana pela liberacdo ativa desses agentes, 0 que por sua
vez, causa a inibi¢do ou adiamento na formacao de biofilmes. Essa liberacdo continuada
ocorre temporariamente durante um periodo de curto prazo, normalmente de varias
horas, até que o agente seja completamente lixiviado pelo meio externo [18; 57].
Infelizmente, a heterogeneidade e complexidade dos componentes que fazem parte da
matriz do biofilme, assim como as limitagcdes dos equipamentos para o desenvolvimento
desses materiais, s@o as principais barreiras para que estes métodos se imponham, até o

momento, como uma real alternativa com custos aceitaveis.

2.2. Modificacdo superficial através de processos de feixe de ions

2.2.1. Engenharia de superficies

A engenharia de superficies € uma area do conhecimento que estuda 0s
fendmenos que ocorrem na superficie de materiais e em regiGes proximas a ela. Trata-se
de uma tecnologia que evolui acentuadamente com a modificacdo de superficies de

componentes de engenharia para cumprir funcdes especificas dentro de uma aplicacéo,
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em geral sem modificar significativamente as dimensfes dos componentes para a
aplicacéo projetada.

A engenharia de superficies divide-se, basicamente, em duas &reas, uma com
formacdo de interfaces (revestimentos ou filmes), e outra, sem formacdo de interfaces
(modificacdo superficial), conforme pode ser observado na Figura 5 [58 - 61]. Dentro
destas areas, existem subdivisGes para estes dois processos, as quais tém vantagens e
desvantagens especificas, uma em relacdo a outra, para diversas aplicacoes.

| Engenharia de Superficie

Modificacdo Superficial ’ Revestimento Superficial I
| |
Sem alteracdo na Com alteragdo na Processos de anodizagdo e
composicio quimica composicio quitnica eletrodeposigdo
Endurecimento por Processos -
’ Processos com fusdo
ransformagdo termogquimicos

{ Fuso da superficie ] 4[ Implantagfo idnica ] *[ Processosa partirda fase vapor ]

Figura 5 - Esquema da divisdo da engenharia de superficies [59].
2.2.2. Implantacéo iénica

A implantacdo idnica € um processo caracterizado pela transferéncia de massa,
por meio do bombardeamento de um material com atomos ou moléculas ionizadas com
energia suficiente para penetrar além das camadas superficiais no material alvo [13; 14;
61]. Resumidamente, € um processo em que 0s ions sdo gerados por meio da injecdo de
gas ou evaporacao de material solido dentro de uma fonte aquecida a altas temperaturas.
A extracdo da fonte de alimentacdo ocorre pela aplicacdo de um potencial negativo (15 -
40 kV). Durante este percurso, um feixe energético de uma determinada espécie
quimica € formado. Em seguida, os ions pré-acelerados pelo potencial de extracdo sdo
injetados dentro de um eletroimd. Somente os ions com relacdo massa/carga desejada
serdo defletidos no angulo correto e selecionados por uma fenda. Os ions purificados
sdo entdo acelerados a uma determinada velocidade através de um potencial

uniformemente distribuido dentro de um tubo linear (campo elétrico), direcionados por
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lentes eletrostéticas e incididos em uma superficie alvo, como esquematizado na Figura
6 [13 - 16; 20; 62].

Todo o processo descrito acima ocorre em alto vacuo. O feixe de ions €
conformado por lentes magnéticas e sua sec¢do transversal possui alguns milimetros de
didmetro. Um sistema de deflexdo por campos elétricos permite uma varredura
horizontal e vertical do feixe de ions durante a implantacdo. O fluxo de ions e a sua
homogeneidade sdo monitorados através de copos de Faraday localizados na camara de

implantacéo.

IMPLANTADOR IONICO

Acelerador de ions

\ s N i Deflex3o eletrostatica
epara¢do magnética

dos ions Aho

+— Extragdo dos ions

Implantagdo

Aquecimento Nanoparticulas

Figura 6 - Esquema de um implantador i6nico. Adaptado de [16].

+— Fonte de ions

Na implantacdo i6nica convencional, os ions sdo tipicamente acelerados a
energias da ordem de 10 a 500 keV, com penetracGes correspondentes que variam de
100 A a 1 pm, dependendo da estrutura cristalina do material do alvo. Os fons que
interagem com o substrato possuem energias cinéticas de 4 a 5 ordens de grandeza
maiores do que a energia de ligacdo do material sélido [16]. Contudo, os ions
energizados ap0Os penetrarem na superficie do substrato, perdem gradativamente sua
energia. Esses ions tendem a se neutralizar e sdo considerados implantados ao
transferirem toda sua energia cinética aos atomos do alvo, de forma a repousarem em
sitios intersticiais ou substitucionais da rede cristalina do material [20]. A interacdo dos
fons incidentes na superficie do material alvo pode ser observada na Figura 7.

Os ions, implantados na superficie de interesse, como por exemplo, metais,
ceramicas e polimeros, formam novas ligacGes quimicas, o que resulta em uma nova

regido, com modificagdes fisicas e quimicas distintas. As novas ligacbes quimicas

17



2. Revisdo bibliogréfica

formadas sdo consequéncia das colisdes multiplas dos ions com os elétrons e nucleos

dos atomos da estrutura do alvo.
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Figura 7 — InteracOes dos ions incidentes com a superficie do material alvo [62].

A implantacdo ibnica € uma técnica promissora, pois apresenta caracteristicas

relevantes como confiabilidade e reprodutibilidade. A espécie, energia, dose e

densidade da corrente do feixe de ions sdo os principais pardmetros do processo.

Entretanto, é ainda considerado um processo de elevado custo, devido ao preco do

equipamento, e o periodo de implantacdo é longo. As vantagens e desvantagens desse

processo, em relacdo a outras técnicas de modificacdo de superficie, estdo listadas na

Tabela 3.

Tabela 3 — Vantagens e desvantagens da técnica de implantacéo idnica.

Vantagens

Desvantagens

N&o ha restricbes termodinamicas, tais
como a exigéncia de uma temperatura
elevada para difusdo ou iniciacdo de
uma reagdo quimica;

Independe de limites de temperatura e
solubilidade;

N&o requer nenhum acabamento ou
tratamento térmico da peca ap6s a
modificacdo superficial;

O processo € rigorosamente controlado
e monitorado.

Os implantadores ibnicos convencionais
requerem altas energias para acelerar 0s
ions (energia minima de 30 keV);

A éarea superficial modificada e a
complexidade da peca sdo bastante
restritas;

O tempo de processo € elevado (em
torno de 20 h).

A aplicacdo mais comum para a implantacdo idnica € direcionada ao processo

quimico de doping (adicdo de ions) de semicondutores, especialmente do silicio. A

dopagem controlada de dispositivos eletrdnicos ou de semicondutores é feita pela
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introducéo de perfis precisos de impurezas como B, P* e As” [13; 61]. Recentemente,
esta técnica também é utilizada na modificagdo de superficies de biomateriais [21].
Neste caso, sdo utilizadas impurezas que melhoram a biocompatibilidade e que possuam
propriedades antimicrobianas como Ag*, Cu?*, Au* e Zn**. A Tabela 4 apresenta 0s

estagios de desenvolvimento da técnica de implantacéo idnica ao longo do tempo.

Tabela 4 — Desenvolvimento da técnica de implantacéo idnica em modificar biomateriais [62].

Ano Desenvolvimento

1906 Fisica e principios de implantacdo de ions foram postulados.
1930 Desenvolvimento de fontes de ions de baixa energia.

1940 Originario da fonte de ions (os ions de luz foram acelerados).

Grandes esforcos para estudar os efeitos da implantacdo de

1960 ;
dopantes em semicondutores.
1970 Estudo das propriedades superficiais de metais pela implantacéo
de ions.
Estabelecida na industria microeletrdnica e inicio das exploracdes
1980 SR
na industria biomédica.
1990 e 2000 Aplicacéo de implantes biomédicos em dispositivos odontolégicos

e ortopédicos.

2.2.3. lon plating

O lon Plating, também chamado de lon Assisted Deposition (IAD) ou lon Vapor
Deposition (IVD), é um termo genérico aplicado a processos de Deposicao Fisica de
Vapor (do inglés Physical Vapor Deposition - PVD). Este método fisico submete o
substrato a um bombardeamento, continuo ou periddico, de um fluxo de particulas
energizadas que possuem tamanho suficiente para causar alteracdes nas propriedades do
substrato, tais como a densidade e a tensdo residual do filme depositado [63]. A energia,
o fluxo e a massa das espécies bombardeadas juntamente com a taxa de
bombardeamento das particulas sdo importantes variaveis no processo de deposicdo das
particulas.

O material a ser depositado pode ser vaporizado tanto pelo processo de
evaporacdo (sputtering) ou por decomposicdo de vapor quimico. As particulas
energizadas utilizadas para o bombardeamento sdo, em geral, ions de gas inerte. Como a
técnica é feita em ambiente de plasma, estes ions para o bombardeamento sdo retirados
do préprio plasma. Quando o lon Plating é realizado em ambiente contendo apenas

vacuo, os ions do bombardeamento sdo formados separadamente, em um canhdo de
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elétrons. As vantagens e desvantagens na utilizacdo de um equipamento do tipo lon
Plating estéo listadas na Tabela 5 [63 - 66].

Tabela 5 — Vantagens e desvantagens de um equipamento do tipo lon Plating.

Vantagens

Desvantagens

Excelente capacidade de cobertura de
superficie, em condi¢des apropriadas;
Técnica limpa - alta pureza;

As primeiras monocamadas do material
ficam muito quentes, o que acelera a
reacdo de nucleacéo e difuséo;

Existem  muitos  pardmetros  de
processamento para serem controlados;
O aquecimento no substrato pode ser
excessivo;

Dificuldade de disponibilidade das
espécies reativas e de bombardeamento

Flexibilidade na  adaptacdo  das
propriedades do filme durante o
bombardeio.

uniforme  sobre uma  superficie
complexa.

2.2.4. Implantacéo ionica a baixa energia por lon Plating Diversified (IPD)

A implantagdo ionica a baixa energia pela funcionalizagéo do lon Plating € vista
como uma novidade na area de engenharia de superficies. Esta técnica se baseia na
juncéo dos processos de implantacéo i6nica e ion planting, e foi desenvolvida para este
trabalho com o intuito de obter as propriedades antimicrobianas em materiais metalicos
pela modificagdo em regides proximas da superficie.

Este meétodo, em comparacdo com a implantacdo idnica convencional, tem
vantagens como alto grau de ionizacgdo, baixas energias de polarizacdo (< 4 keV) na
etapa de aceleracdo dos ions, reducdo no tempo de processo (menos do que 1 h) e
aumento da area superficial do material a ser modificado (cerca de 200 cm?), sendo esta
variada de acordo com a disponibilidade do reator. A versatilidade deste equipamento
permite que o processo seja realizado em escala industrial sem restricdes [13; 66].

O equipamento utiliza um potencial de corrente continua sobre o porta-amostra
para acelerar os ions em direcdo a superficie do substrato. O potencial aplicado faz com
que o bombardeamento seja relativamente uniforme ao longo de superficies planas,
onde as linhas de campo sdo equipotenciais conformada a superficie. Contudo, para
estabelecer um potencial negativo de alta tensdo (BIAS) € necessario se trabalhar em
pressdes muito baixas da ordem de 10° mbar, onde a densidade de gas do ambiente é
reduzida e o percurso de livre caminho médio é mais longo. O alto vacuo atingido
permite maior pureza para as implantacGes idnicas, estabilidade do plasma e

reprodutibilidade.
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Como o processo de implantagdo compreende certa complexidade, foi utilizado
um esquema das principais etapas que levam a modificacdo superficial, a fim de auxiliar

os leitores (Figura 8).
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Figura 8 - Principais etapas e componentes do processo de implantacgdo ibnica a baixas energias por IPD
(a) canhdo de elétrons; (b) ionizador; (c) cdmara de implantacdo e (d) porta-amostra polarizado com alta
tensdo (BIAS) de - 4 keV.

Etapa | - Efeito termi6nico e deflexdo dos elétrons: Aplicando alta corrente e
tensdo na fonte do canhdo de elétrons, aquece-se o filamento de tunsgsténio-boro
(catodo), e como consequéncia, os elétrons livres recebem a energia requerida para
conduzirem e difundirem para fora do metal. A emissdo dos elétrons do filamento é
denominada de efeito termibnico. Esse feixe de elétrons sai pela abertura do anodo e,
em seguida, sofre deflexdo ao atravessar as linhas de campo magnético de bobinas que
impulsionam os elétrons primarios em direcdo ao centro do cadinho (recipiente que
comporta o material a ser implantado). A energia gerada na colisdo é suficiente para
ocasionar a evaporacdo do material (Figura 9).

Etapa Il - Efeito de ionizacdo e excitacdo: Um feixe secundario de elétrons é
gerado e direcionado para induzir a formacao de ions metalicos (Figura 10). Os elétrons
no seu percurso na camara de vacuo sofrem colisdes com os atomos de gas residual ou
atomos do material vaporizados. No choque, os elétrons sdo eliminados das Orbitas
eletrbnicas externas e 0s atomos sdo, portanto, convertidos em ions carregados
positivamente.

Etapa Il - Efeito de aceleracdo dos ions: A Ultima etapa do processo é o efeito

de aceleracdo dos ions produzidos em diregdo ao material alvo polarizado com BIAS de

21



2. Revisdo bibliogréfica

- 4 kV. A atracdo dos ions ocorre devido a diferenga de potencial (ddp) que é aplicada.
No interior do substrato, o percurso dos ions é turbulento devido as sucessivas colisdes
com os atomos do alvo. A energia cinética dissipada por ions pesados, como a prata, na
colisdo com o substrato é tdo elevada que o caminho percorrido € reduzido (Figura 11).
Os ions sdo neutralizados, de maneira a repousarem em sitios intersticiais ou

substitucionais da rede cristalina do material.
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Figura 9 - Esquema da deflexdo dos elétrons primarios em direcdo ao centro do cadinho e a evaporagdo
do material de interesse.

Figura 10 - Esquema do feixe de elétrons induzindo a formagao dos ions.
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Figura 11 - Representacdo da trajetoria de penetracdo de ions pesados (efeito cascata).
2.3. Prata ionizada como agente antimicrobiano

As propriedades antimicrobianas da prata e de seus compostos sao
historicamente reconhecidas pela eficAcia contra um amplo espectro de micro-
organismos. Desde a antiguidade, povos de diferentes culturas tinham como costume
armazenar agua, vinho e vinagre em recipientes de prata para evitar a deterioracao.
Hipdcrates que é considerado o pai da medicina ocidental, registrou num manuscrito
que a prata tinha propriedades benéficas contra algumas doencas. Avicena, em 980,
usava e prescrevia a prata como um purificador do sangue para palpitacdes do coracao e
para a respiracdo ofegante. Sais de prata, também eram usados terapeuticamente pela
escola de medicina Mohammedian, no século VII. Em 1884, tornou-se comum
administrar gotas de nitrato de prata aquoso nos olhos de recém-nascidos para evitar a
transmissdo de Neisseria gonorrhoeae. Durante a 12 Guerra Mundial, os compostos de
prata foram usados para prevenir infeccdes e no tratamento de queimaduras graves,
antes do advento de antibioticos [67 - 69].

Uma vez que comecaram a Se usar antibioticos, o consumo da prata para
aplicacdo medicinal reduziu drasticamente. No entanto, o aparecimento de estirpes
resistentes aos antibidticos provocou, recentemente, um interesse renovado na utilizacéo
de varios ions metalicos e de seus compostos como agentes antimicrobianos [6; 21]. As
caracteristicas antimicrobianas de varios fons de metais pesados, principalmente Ag”,
foram reconhecidas na é&rea cientifica por industrias téxteis, farmacéuticas e
hospitalares, e nomeadas de efeito oligodindmico [6; 21].

Nas ultimas décadas, apesar da resisténcia da acdo antimicrobiana dos ions de

prata ser bem conhecida e sucedida, seu mecanismo de agdo permanece ainda
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parcialmente elucidado. De acordo com a literatura, a atividade antibactericida da prata
depende da forma sob a qual ela é aplicada. A prata metélica ou na sua forma ndo
ionizada é parcialmente inerte. O efeito de toxicidade da prata em micro-organismos
ocorre quando a mesma encontra-se em seu estado ionizado, mesmo em concentragdes
relativamente baixas da ordem 10*" 4&tomos/cm? [68].

A acdo oligodindmica é totalmente desenvolvida, muitas vezes, somente depois
de um longo periodo de tempo (vérias horas) [69]. A energia de ativacdo da prata é
baixa, até mesmo o contato com a umidade ou com o fluido corpéreo conduz a liberacdo
de Ag® [6; 68]. O amplo espectro do efeito antibacteriano, incluindo espécies
multirresistentes e fungos, como representado na Figura 12, assim como a baixa
toxicidade as células humanas, justificam o grande interesse no emprego dos ions Ag*

em materiais e produtos para cuidados com a saude [17].

Figura 12 — Reducdo de biofilme de Pseudomona fluorescens (24 h) na presenca e auséncia de prata [17].

2.3.1. Mecanismos de acdo dos ions de prata

Embora as propriedades antimicrobianas da prata sejam conhecidas ha séculos,
SO recentemente, com a observacdo direta das alteracbes morfoldgicas e estruturais
causadas pela liberagdo de Ag” é que os pesquisadores comegaram a compreender o0s
mecanismos de acdo da prata sobre os micro-organismos formadores de biofilmes
(Figura 13).

Atualmente, existe uma série de teorias que estdo sendo consideradas, dentre as
quais podem ser destacadas a oxidacdo catalitica de radicais na superficie celular
inibindo a transferéncia de oxigénio, a reacdo com radicais presentes na superficie das
bactérias interferindo no transporte eletrénico e a associacdo com o DNA. Porém, ainda

nenhuma destas hipoteses explica as fungdes antivirais [3; 4].
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(b)
Figura 13 - Estudo da interagdo dos fons Ag* com as células de (a) E. coli e (b) S. aureus. As imagens
foram obtidas através de microscopia eletronica de transmissdo. O tratamento resultou na formacéo de
granulos de prata, danos na membrana da parede celular e condensacdo do DNA [4].

Uma delas esta relacionada a desnaturacdo das enzimas, como representado na
Figura 14. As bactérias possuem uma enorme quantidade de enzimas, que sao
principalmente proteinas vitais para as atividades celulares. As proteinas, responsaveis
pelo transporte de nutrientes, contém grupos tidis (-SH) na superficie da parede celular
que se unem aos aminoacidos através de ligacdes dissulfeto (R-SS-R). Esses grupos
tiois expostos, podem ser afetados pelos ions Ag®, causando mudancas estruturais na
parede celular das proteinas. Nas reaces de redugio/oxidacdo catalitica, os jons Ag*
substituem o cation H* dos grupos tiol ou sulfudrila, estabilizando a prata (S-Ag). Dessa
catalise, 4gua é liberada como produto. A formacdo de prata catalisada por ligacGes
dissulfeto, possivelmente, conduz a danos na permeabilidade da membrana da proteina
e a inativacao de enzimas essenciais, tais como as necessarias para a respiracdo celular
[3; 70; 71].

Outra hipotese sugerida é a interagdo dos ions Ag™ com os acidos nucleicos das
células bacterianas. E possivel que os jons Ag* acessem o interior das células através de
proteinas transmembranas que normalmente funcionam como transportadoras de outras
particulas semelhantes. Ao serem transportados, 0s ions atravessam a membrana
hidrofobica celular e penetram no citoplasma, levando a desintegracao da célula [4; 70;
71].
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Figura 14 - Representacdo da ligacdo dissulfeto na molécula da proteina e o rompimento dessa ligagdo
pelos ions Ag*. Adaptado de [71].

Além disso, outro possivel mecanismo é o da associacdo com 0 DNA. Apos 0s
jons Ag* penetrarem na célula, os mesmos rompem as ligacdes de hidrogénio dos pares
de bases do DNA entre a purina (adenina e guanina) e a pirimidina (timina e citosina),
causando a desnaturacgdo da molécula (Figura 15) [3; 70].

Ligacdo de
Hidrogénio

~ "Corrimao" de agucar e fosfato

Figura 15 - Esquema representativo das ligagBes entre as bases purinas e pirimidinas da molécula de
DNA. Adaptado de [71].

2.4. Técnicas de caracterizacao

2.4.1. Stopping and Range of lons in Matter - SRIM

O SRIM 2013 é um software gratuito que simula a interacdo de um feixe de ions

de um elemento com os &tomos do elemento do alvo. Desde sua introducdo em 1985, as
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principais atualizagbes sdo feitas a cada cinco anos, embora todo ano sejam feitos
ajustes de pouco impacto. Atualmente, mais de 700 cita¢Oes cientificas referem-se ao
SRIM. A simulacdo € baseada nas aproximacdes da trajetoria, das perdas de energia e
do perfil de concentracdo/profundidade dos ions implantados através do método de
Monte Carlo [61; 72].

Este programa de computador calcula a energia transferida nas colisdes entre 0s
jons do feixe com os &tomos da amostra e utiliza aproximacdes fisicas para obter um
resultado preciso com eficiéncia computacional [72].

O processo de espalhamento dessas interacdes € o que controla o resultado final
das informacdes obtidas. A probabilidade de ocorréncia de espalhamentos elasticos e
inelasticos provenientes das interacdes de seus elétrons é deliberada pelo angulo de
espalhamento e transferéncia de energia [73].

2.4.2. Espectrometria de retro-espalhamento Rutherford (RBS)

Esta técnica de analise por feixe de ions (lon Beam Analysis - IBA), conhecida
como RBS (Rutherford Backscattering Spectrometry), consiste na incidéncia sobre a
amostra, de um feixe monoenergético de ions de alta energia, geralmente He®, com
energia entre 1 e 3 MeV. Alguns destes ions sofrem colisdo com o nucleo dos atomos da
amostra e sdo retroespalhados, tornando possivel a sua deteccao e a determinacdo de sua
energia (Figura 16) [74]. As medidas sdo baseadas no conhecimento da seccdo de
choque de Rutherford e a partir do espectro de energia das particulas retroespalhadas
detectadas obtém-se a composicdo elementar do material analisado, bem como a
quantidade de atomos presentes [75], a partir do conhecimento de sua densidade

nominal.

Amostra

Feixe

o

Angulo s6lido Q
Detector

Figura 16 - Esquema experimental de uma anélise por RBS [74].
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O fator cinemético (K) é uma grandeza importante para a técnica de RBS, que €
utilizado na analise elementar qualitativa e que depende da energia ap06s o espalhamento
(E) e da energia inicial (Eg). A energia de particulas retroespalhadas a um dado angulo
depende de dois processos: a perda de energia da particula devido a transferéncia de
momentum para o &tomo alvo durante o evento de retroespalhamento (descrito por K) e
a perda de energia pela particula durante a passagem atraves da amostra solida (ambos
antes e depois do espalhamento). A Figura 17 mostra os eventos do retroespalhamento
que ocorrem na superficie da amostra e em uma profundidade d na amostra. Para o
espalhamento na superficie da amostra, a perda de energia so é dada pela transferéncia
de momento para o &tomo do alvo [75; 76].

A expressao do fator K em funcao dos parametros envolvidos na colisdo é:

2
o B _[Micost+ (M2 — M2 sin20) /2 "
E, M; + M,

M1 — Massa atbmica da particula incidente;
M2 — Massa atbmica da particula do alvo;

6 — Angulo da trajetoria da particula antes e depois do espalhamento.

Substrato

MVWW)

™

He*

Detector

Figura 17 - Representacgdo dos processos de perda de energia por retroespalhamento, a partir da superficie
e em profundidade na amostra. Adaptado [76].

A quantificacdo do espectro de RBS, embora possa ser feito de forma absoluta,
geralmente € realizada pela comparacdo das areas dos picos de um padrdo e da amostra
que esta sendo medida. Usualmente, utiliza-se um padrdo de bismuto (Bi) implantado
em silicio, com uma quantidade conhecida de &tomos de Bi. Com a quantidade de

atomos por centimetro quadrado e com a densidade do material que esta sendo
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analisado, consegue-se estimar a espessura do filme fino depositado [76]. A quantidade
de atomos do material que se deseja conhecer € dada, entdo pela equacao:

2
Ay Np; Zg

— L — (2)
N, " Ap Zj

Qa = Qg -
Onde:
Q — Quantidade de 4&tomos/cm? do elemento;
A — Area abaixo do sinal correspondente no espectro medido;
N — Numero total de ions incidentes;

Z — Numero atdmico.
2.4.3. Espectroscopia de emissao otica por descarga luminescente (GD-OES)

A andlise de espectroscopia de emissdo Otica por descarga luminescente,
frequentemente denominada por GD-OES (do inglés Glow-Discharge Optical Emission
Spectroscopy) € uma técnica consagrada que permite a analise elementar qualitativa e
quantitativa por profundidade de solidos homogéneos [77]. Nesta técnica, a amostra a
ser analisada (catodo) é inserida por suc¢do a vacuo no extremo inferior de uma camara
oca (anodo), como representado na Figura 18. Os dois eletrodos servem como fonte de
descarga para o aparelho. Na maioria dos casos, € inserido no interior da cavidade gas
de argonio (Ar) para garantir uma atmosfera limpa durante o processo de analise. Em
seguida, uma descarga de poténcia-RF (radiofrequéncia), geralmente inferior a 30 W é

fornecida diretamente sobre a amostra.
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Figura 18 - Principio de funcionamento do equipamento GD-OES [79].
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A energia fornecida gera um plasma com ions positivos de argonio e elétrons
livres. O plasma é alimentado através da amostra que atua como o cétodo. A diferenca
de potencial (ddp) entre o &nodo e o cdtodo faz com que os ions de argbnio sejam
acelerados para a amostra. Os ions bombardeiam a superficie da amostra com uma
energia cinética média de 100 eV, causando uma erosdo na superficie da mesma. Este
bombardeamento cria um processo de remoc¢do, camada por camada, dos atomos
superficiais da estrutura da amostra, conhecido como sputtering. Além dos atomos,
alguns elétrons livres chamados elétrons secundarios, sdo gerados durante este processo.
Os elétrons secundarios sdo responsaveis pela sustentacdo do plasma. Os atomos
removidos da amostra sdo difundidos para o plasma, e podem ser excitados ou
ionizados através de colisdes com elétrons livres e ions de argdnio.

Os atomos excitados posteriormente reestabelecem o estado energético de
equilibrio pela emissdo de fotons caracteristicos. Os fotons sdo analisados através de um
espectrometro dptico, onde é realizada a medida das intensidades das linhas emitidas
[77 - 79]. De fato, estes atomos, depois de deixarem a estrutura da amostra desde a
superficie, sdo diluidos na atmosfera de plasma de argbnio, e posteriormente, excitados
como atomos individuais. E esta separagio catodica e excitacdo que permite que as
analises de GD-OES realizem uma quantificacdo de perfis de profundidade multi-
elementar de diferentes materiais e revestimentos.

O perfil das analises ocorre pela captacdo da assinatura ética através da medicéo
da intensidade das emissGes durante a descarga de energia referente a colisbes, gerando
o féton caracteristico do elemento (Figura 19). A fonte de excitacdo do material
analisado emite luz: cada material tem uma assinatura Otica especifica [79]. Um
comparativo para analise do perfil de profundidade por GD-OES, SIMS e XPS é

mostrado resumidamente na Tabela 6.

Detector

Circulo Rowland

Espectrometro Fonte

Figura 19 - Esquema de captacéo da assinatura dtica caracteristica de cada elemento. Adaptado de [79].
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A érea analisada em GD-OES é relativamente grande, tipicamente 4 mm de
didmetro, mas pode ser aplicado a profundidade de perfil até cerca de 100 um. A
resolucdo em perfil de profundidade por estas técnicas analiticas é praticamente
dominada pela rugosidade da superficie da amostra. Uma vantagem do GD-OES é o
curto tempo de medicdo, que € a razdo pela qual este método é adequado para a analise
de materiais na industria. Além disso, este método utiliza uma fonte de alimentacdo RF
como fonte de descarga luminescente; portanto, o0 material a ser analisado pode nédo ser
condutor [80].

Tabela 6 — Comparativo das analises de perfil de profundidade GD-OES, SIMS e XPS. Adaptado de [80].
Profundidade

Tempo aproximado

Método Area analisada

analisada de medicéo
GD-OES 1nm-—1pum 2 mm? - 10 mm? 10 s para 1 pm
SIMS? 1nm-10 pm 1 pm? — 100 pm? 100 s para 1 pm
XPS? 1nm—1 pm 10 pm? — 1 mm? 1000 s para 1 pm

! Espectrometria de Massa de fon Secundério (SIMS — Secondary lon Mass Spectrometry).
Z Espectroscopia de Fotoelétrons Excitados por raios X (XPS — X ray Photoelectron Spectroscopy).

2.4.4. Microscopio eletroénico de varredura (MEV)

O MEV ou SEM (do inglés Scanning Electron Microscopy) é um equipamento
capaz de fornecer rapidamente informac6es sobre a morfologia e microestrutura de uma
amostra sdlida. Seu principio de funcionamento consiste em utilizar um feixe de
elétrons de pequeno diametro, capaz de explorar a superficie da amostra, ponto a ponto,
por linhas sucessivas, transmitindo o sinal do detector a uma tela catddica. A Figura 20

mostra uma imagem tipica de microscopia eletrdnica de varredura de bactérias.

AccV g;)ol Magn ¢
30.0kV 1.0 10000x SE 8.3 staph97-11-49

Figura 20 — Imagem de MEV das bactérias (a) Staphyloccocus aureus e (b) Escherichia coli [81].
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Nesta técnica, os elétrons sdo gerados atraves de um filamento que esta aquecido
em alto vacuo. Em seguida, estes elétrons sdo acelerados e incidem em um ponto da
amostra, varrendo a superficie da mesma. O feixe interage com a amostra e gera sinais
como: retroespalhamento dos elétrons, elétrons secundérios ou emissdo de fotons, e
raios X caracteristicos. Tanto 0s elétrons retro-espalhados, quanto os elétrons
secundarios, sdo usados para modular o brilho, gerando uma imagem da amostra, que é
produzida atraves da variacdo de intensidade dos elétrons secundérios ou
retroespalhados emitidos pela amostra [81].

A imagem formada a partir do sinal capturado na varredura de uma superficie
pode apresentar diferentes caracteristicas, uma vez que a imagem resulta da
amplificacdo de um sinal obtido, de uma interagdo entre o feixe eletronico e o material
da amostra. Dentre os diferentes sinais emitidos pela amostra, os mais utilizados para a
obtencdo de imagens sdo originarios dos elétrons secundarios e/ou dos elétrons
retroespalhados. O MEV fornece imagens de até 300.000 vezes, possibilitando uma
analise mais detalhada que a microscopia 6tica dos compostos e das fases formadas no
material [81].

2.4.5. Espectrofotometria de ultravioleta-visivel

A espectrofotometria € uma técnica analitica, regida pela Lei de Lambert-Beer,
que mede a absorcdo de energia radiante (luz) de uma solucdo, em funcdo do
comprimento de onda, na regido do ultravioleta (UV) e visivel (Vis). A regido do
ultravioleta € geralmente considerada na faixa de 200 a 400 nm, e a regido do visivel
entre 400 a 750 nm. Nesta técnica, a radiacdo caracterizada pelos diversos
comprimentos de onda é entendida como uma forma de energia que exibe a propriedade
de interagir com a matéria. Parte desta energia € absorvida por elétrons croméforos de
uma solucdo. Esta absorcdo, em cada comprimento de onda, depende da natureza da
substancia, de sua concentracdo e da espessura que é atravessada pela radiacdo [82].

A espectrofotometria UV/Vis é utilizada em aplica¢bes, como ensaio de pureza,
a quantificacdo de DNA e RNA, e em medicdes na faixa do visivel como ensaios

colorimétricos diretos, testes cinéticos de enzimas e analises espectrais.
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3. Materiais e métodos

Este capitulo apresenta uma descricdo dos materiais e métodos utilizados durante
a execucdo do presente trabalho. O capitulo inclui a preparacdo das amostras, o
processo de modificacdo superficial, os ensaios bioldégicos e as técnicas de

caracterizacdo realizadas para a avaliacdo superficial e bioldgica.

3.1. Preparacao das amostras

O material utilizado neste trabalho foi o0 aco inoxidavel austenitico AISI 304
recozido e laminado a frio da empresa Minas Inox (Belo Horizonte - MG), com
dimensdes iniciais de 50 m x 100 mm x 0,05 mm. A composi¢do quimica do aco
inoxidavel esta de acordo com as especificacOes estabelecidas pela norma ASTM A240
[83] (Tabela 7). O acabamento superficial realizado pelo fabricante exibia uma
superficie polida, lisa e brilhante.

Tabela 7 — Mostra os valores estabelecidos pela norma ASTM A-204 e a composicdo do AlISI 304, para
fins de comparacdo.

ASTM A-204 Aco inoxidavel
Elemento (% p) | ;5N 30400) AISI 304

C 0,07 0,07
Mn 2,00 2,00

Si 0,75 1,00

P 0,045 méx. 0,045

S 0,030 méx. 0,030

Cr 17,50/19,50 19,00

Ni 8,00/10,5 9,5

N 0,10 0,10

Na preparacdo das amostras, as placas finas de aco inoxidavel foram inicialmente
cortadas na forma de quadrados de 20 x 20 mm. A limpeza foi feita por imersdo em
acetona P.A. em banho de ultrassom durante 30 min. Apos esta etapa, as amostras
foram secadas e submetidas ao tratamento de modificacdo superficial. Encerrado o
processo, as amostras foram cortadas em quatro pedagos de 10 x 10 mm, como mostra a
Figura 21. Estes cortes foram realizados com muito cuidado, de maneira a evitar
rebarbas ou deformacGes e para ndo danificar a superficie das placas tratadas.
Finalmente, as amostras foram separadas e acondicionadas em ar atmosférico e vacuo

para serem analisadas.
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20 mm

Figura 21 - Dimensdes das placas de AISI 304 ap6s a implantagdo de ions Ag”.

3.2. Implantac&o de ions Ag” a baixa energia por lon Plating Diversified (IPD)

Como mencionado no subcapitulo 1.2.4, o processo de implantacdo i6nica
desenvolvido neste trabalho foi realizado em um equipamento do tipo lon Plating. Este
equipamento foi projetado e construido pelo grupo de pesquisa do Laboratério de
Engenharia de Superficies e Tratamentos Térmicos (LESTT) da Universidade de Caxias
do Sul (UCS). A Figura 22 mostra o painel de controle e o reator de implantacédo
construido em aco inoxidavel AlSI 304 com diametro de 600 mm e altura de 900 mm.

Figura 22 - Equipamento de implantacéo ibnica a baixa energia baseado no lon Plating.

A funcionalizagdo do equipamento foi atribuida as alteracbes realizadas,
principalmente no reator. Na parte superior do reator, junto com o sistema giratério do
porta-amostra, foi acrescentado uma fonte de alta tensdo de polarizagdo (BIAS) com o
intuito de acelerar os ions gerados em direcdo ao alvo. A atracdo dos ions, considerada
como a ultima etapa do processo de implantagéo, foi distinguida entre os dois métodos
pela velocidade de aceleragdo dos ions adquirida pela diferenca de potencial originada
pela aplicacdo de alta tensdo no porta-amostra. As alteracbes que foram realizadas
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otimizaram o lon Plating, tornando-o mais versatil e capacitando-o para ser usado em
casos, onde se espera que as modificages quimicas e fisicas, promovidas pelas espécies
implantadas ocorram proximas a superficie.

As amostras fixadas no porta-amostra foram acondicionadas no reator numa
pressdo de base de 1 x 107 mbar. Durante o processo de implantagdo, a presséo foi
mantida em 1 x 10°® mbar. O metal de implantacéo (Ag) utilizado estava em forma de
pellets com pureza de 99,9% fornecido pela empresa Kurt J. Lesker Company, dos
Estados Unidos. O controle da quantidade de material evaporado foi feito através de um
sensor piezoelétrico, localizado acima do ionizador na regido central do reator, como
mostra a Figura 8 do subcapitulo 1.2.4. A corrente elétrica resultante pela incidéncia dos
fons sobre o material alvo foi medida através de um copo de Faraday. Este instrumento
de medicdo foi usado para estimar aproximadamente o nimero de ions que atingiam as
amostras. A ventilagdo da cdmara, assim como o resfriamento das amostras, foi feito
com gas nitrogénio comercial.

As condicOes de operacdo da implantacdo idGnica a baixa energia estdo descritas
na Tabela 8. A numeracdo de cada série de amostras define uma condicao especifica de
implantacéo utilizada. Para cada série, uma duzia de amostras foi realizada com excecao
da serie Ill que foi feita em triplicata, totalizando 84 amostras implantadas com ions
Ag’. Apenas as amostras da série 111 foram submetidas aos ensaios microbioldgicos,
pois a relacdo tempo e corrente de emissdo favorecem a implantacdo dos ions. Nestas
condicdes de processo foram obtidas doses regulares. A variavel controlada durante o
processo foi a corrente de emissdo da fonte de elétrons. O sistema utilizado permitia
bombardear somente uma amostra de cada vez e o tempo de processo foi estipulado

através do monitoramento de um sensor piezoelétrico.

Tabela 8 - Condices das implantacdes i6nicas a baixa energia (4 keV).

Sériedas Tensdonafonte  Correntede  Corrente do feixede  Tempo

amostras  de elétrons (kV) emissdo (mA)  ionizagdo (nA/cm?) (min)
I 6,35 14 21 45
I 6,4 20 22,5 30
Hni* 6,4 25 24,5 15
v 6,5 30 26 10

* Série de amostras utilizadas para os ensaios microbiolégicos.

A implantacéo ibnica a energia intermediaria (100 keV) foi um complemento de

comparacdo essencial ao trabalho aqui proposto, devido & possibilidade de analise da
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quantidade de prata incorporada e dos parametros de processo. Este método foi
realizado no implantador HVEE de 500 kV, do Laboratério de Implantagéo I6nica (LI11),
do Instituto de Fisica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

3.3. Caracterizacio da modificacio superficial

3.3.1. Simulagéo de Monte Carlo pelo software SRIM

As simulacbes das trajetdrias e perdas de energia dos ions foram realizadas
através do programa Stopping and Range of lon in Matter - (SRIM 2013), pelo método
de Monte Carlo [72]. Como resultado obteve-se estimativas razoavelmente acuradas dos
perfis de concentracdo/profundidade dos ions implantados. A energia do feixe
estabelecida foi determinante na distribuicdo decorrente das caracteristicas da interacdo
dos ions com a matéria.

As simulacdes foram ajustadas com os padrdes de baixa energia de aceleragdo do
feixe de ions de prata de 0,5, 1, 2, 3 e 4 keV para um alvo de aco inoxidavel austenitico.
Com o mesmo alvo foram realizadas as simula¢des de comparacdo para a implantacéo
ibnica com a energia encontrada na literatura de 100 keV.

As informacdes resultantes da simulacdo de Monte Carlo guiaram a execugdo
prética de implantacio de ions Ag* em aco inoxidavel, onde o objetivo foi assegurar que

os resultados recebidos pela simulacdo pudessem ser confiaveis a amostra caracterizada.

3.3.2. Analise por feixe de ions

A analise quimica elementar quantitativa utilizada para caracterizar as doses de
implantac6es foi realizada no Instituto de Fisica da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (UFRGS), usando o método de retro-espalhamento elastico ou espectrometria de
retro-espalhamento Rutherford (RBS). Nesta técnica foi utilizado um feixe de ions
mono-energéticos de alta energia de hélio (He™) de 2 MeV e um angulo de deteccio de
retro-espalhamento de 165°. A energia das particulas retro-espalhadas foi detectada e
originou o espectro da composicdo elementar do material analisado, bem como a
quantidade de atomos presentes. Para quantificar tal analise foi utilizado a comparacéo
das areas dos picos das amostras de interesse e do padrdo Harwell de bismuto (Bi)
implantado em silicio (Si), com 1,4 x 10 aomos/cm?, e um padrdo de platina (Pt)

implantado em Si, com 3,4 x 10*° atomos/cm?.
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3.3.3. Determinacéo do perfil de profundidade

Os perfis dos elementos quimicos constitutivos em profundidade nas amostras
foram obtidos pela técnica de GD-OES da Horiba Scientific, modelo GD-Profiler 2, do
Laboratério de Propriedades Nanomecénicas (LPN) da UCS. As medidas foram
realizadas a uma pressdo de 650 Pa por bombardeamento de ions argdnio (Ar") em
funcéo do tempo de pulverizagdo com uma poténcia-RF de 15 W.

3.3.4. Avaliagdo morfoldgica e estrutural das bactérias aderidas

A morfologia e microestrutura das bactérias aderidas nas amostras foram
avaliadas por meio de imagens obtidas em um microscépio eletrénico de varredura
(MEV) Shimadzu SM4-550. As amostras foram analisadas ap0s a realizagcdo dos
ensaios biologicos para revelar a adeséo irreversivel das células a superficie e o inicio
do desenvolvimento dos biofilmes. Como a analise foi realizada sobre um material
bioldgico, inicialmente a agua contida nos espécimens foi removida, impedindo a
volatizacdo da agua e evitando ocasionar sérios danos a coluna do microscopio que
opera em alto vacuo. A etapa de desidratacdo foi realizada com etanol absoluto
utilizando a seguinte série gradual: 20, 40, 60, 80, 90 e 100%, mantendo o material em
cada uma dessas solucGes durante 10 min a temperatura ambiente. Apds a desidratacéo,
as amostras foram transferidas para um forno elétrico a 50°C por 24 h. Apos a secagem
do material biolégico foi depositado nas amostras uma camada de ouro para a superficie
se tornar condutora.

Como analise complementar foi feita a medicao da rugosidade superficial do aco
inoxidavel, antes e apds a implantagdo de fons Ag®. As medidas foram realizadas no
rugosimetro Form Talysurf Intra da Taylor Hobson com uma velocidade de 0,5 mm/s
com deslocamento de 5 mm para um campo de medicdo de 0,5 mm. A forca aplicada foi
de 40 df.

3.4. Ensaios biologicos
A investigacdo do efeito da adesao e formacdo de biofilmes de micro-organismos

patogénicos sobre a superficie do aco inoxidavel foi realizada nos laboratérios do
Instituto de Biotecnologia (1B) da UCS.
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3.4.1. Seleg&o das espécies bacterianas formadoras de biofilmes

Os micro-organismos formadores de biofilmes selecionados para este estudo
foram as bactérias Escherichia coli (IBEc 101) e Staphylococcus aureus (ATCC 6538).
A razdo pela qual se optou estudar estes dois tipos de bactérias recai sobre ambas as
espécies apresentarem alta viruléncia, tendo, portanto, um elevado significado clinico.
Além disso, as estirpes sdo de referéncia em vérias aplicacdes e aconselhada, pelo
Ministério da Saide na Norma Regulamentadora Brasileira NR 2616:1998 [84], como

micro-organismos a serem testados para avaliar a eficiéncia de agentes antimicrobianos.

3.4.2. Meio de cultura

As estirpes bacterianas foram inoculadas em meio LB (Luria Bertani). Este meio
de cultura composto de triptona, extrato de levedura e cloreto de sodio (NaCl) possui 0s
nutrientes indispensaveis ao crescimento dos micro-organismos em questdo. Esses
reagentes foram dissolvidos em &gua destilada e o pH foi ajustado para 7,0 com NaOH

5 mols. O meio LB foi inserido em autoclave a 120°C por 20 min.

3.4.3. Preparacéo da suspensao bacteriana

Os micro-organismos foram inoculados em meio LB por 18 h a 35°C com
agitacdo de 150 rpm em um agitador orbital. O volume obtido na suspensdo de cada
estirpe bacteriana foi de 100 mL. Com este volume foi quantificado uma concentracédo
de 1,0 x 10° células/mL. As células foram ressuspendidas em tampdo fosfato salino
(PBS, 0,1 mol/L, pH = 7,0).

3.4.4. Ensaio de antibiofilme bacteriano

Os ensaios de aderéncia e de formacdo dos biofilmes foram avaliados, de forma
indireta, por coloracdo celular com cristal violeta genciana 0,4 m/v. Os testes foram
realizados em duplicata e duas repeticbes. A Figura 23 representa na forma de um
esquema as etapas realizadas nos ensaios bioldgicos. O corante ligado as células
aderidas a superficie da placa de aco inoxidavel foi solubilizado com etanol (90 %) até
que esta estivesse livre da mancha. A avaliacdo da propriedade antimicrobiana foi

realizada nas amostras de controle e tratadas. Para a leitura do corante desprendido foi
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utilizado o espectrofotometro UV/Vis Asys Expert Plus da Elisa em um comprimento de

onda de 595 nm. Pela medida de absorvancia foi calculada a porcentagem de aderéncia

e de formacé&o de biofilme.

Suspensdo bacteriana
200 pmL

>

AIST 304

| 1234567890112

moON®E >
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Ensaio de aderéncia
Incubagio de 3 ha35°C
com 1 mL de meio LB

Ensaio de biofilme

Incubagio de 72 h a 35°C|=
com 1 mL de meio LB

Corante desprendido do ago foi
ressuspendido em microplacas
de poliestireno

\

A avaliacdo foi realizada através da leitura
espectrofotométrica a 595 nm

Ensaio variando o pH

—> do meio LB
pPH=5.7e9
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| com agua
destilada
(LAD)

Submersa em 2 mL no
corante cristal violeta
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1

LAD (3x) em
recipientes distintos
€ sequenciais

&

Submersa em 2 mL no
etanol (90 %)

Figura 23 — Etapas do procedimento realizado durante os ensaios bioldgicos.

3.4.5. Tratamento de desoxidacéo (TD)

O tratamento de desoxidacéo foi realizado apos ter sido constatada uma elevada

quantidade de oxigénio na superficie das amostras. Como uma tentativa de minimizar

esse efeito, algumas amostras foram submetidas a este tratamento. As placas de aco

inoxidavel, sem e com a incorporagdo de ions Ag* foram adicionadas a tubos Falcon

contendo uma solucdo a base de hidroxido de sddio (15% de acetona e 85% de solucao

de NaOH 0,1 M). As amostras submersas na solucdo foram aquecidas em banho maria

durante 15 min com os tubos destampados.
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4. Resultados e discussdo
4.1. Andlises da superficie modificada

4.1.1. Estudo da energia de implantacéo dos ions pela simula¢cdo de Monte Carlo

As simulagbes de Monte Carlo foram cruciais na definicdo dos parametros
empregados no processo de modificacdo superficial. A trajetdria e as perdas de energias
dos ions durante a implantacdo ocorrem de forma gradual dentro do material alvo, via
colisGes com atomos do alvo (o que causou uma transferéncia abrupta de energia) ou via
as interacOes entre o ion acelerado e os orbitais elétricos dos atomos do material alvo.
Este segundo efeito é considerado um processo continuo de perda de energia.

Na Figura 24 é possivel visualizar que as aproximacgdes dos perfis de
concentracdo/profundidade dos ions implantados sdo altamente dependentes da energia
de implantacdo, da espécie inserida e da composicdo do substrato. Quanto maior a
tensdo de polarizacdo aplicada, maior € a energia com que os ions colidem com os
atomos do material alvo, e consequentemente, o alcance de penetracdo das espécies

implantadas estende-se alguns nanémetros da superficie.

-
(6)]

-
N
1

Dose de ions, (At/.cm”)/(At.cm™) x 10°

Profundidade (nm)

Figura 24 - Simulagéo do perfil de concentracdo/profundidade implantagdo de fons Ag® a baixas energias.

A Figura 25 compara as simulac6es dos perfis de concentracdo/profundidade a
baixas e médias energias de polarizacdo no processo de implantacdo ibnica. A
profundidade de implantacdo da energia de 100 keV € uma ordem de grandeza maior do
que quando se utiliza uma energia de 4 keV. Esta variacao ja era esperada e nao € tdo
relevante no nosso caso, 0 importante é que a baixa energia foi obtida uma concentragdo

relativamente alta numa faixa de profundidade muito préxima da superficie (< 10 nm).
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SupGBe-se que a prata implantada por estar adjunta a superficie, poderia ser ionizada para

fora do material de maneira mais esponténea, facilitando a inibicdo ou erradicacdo de

biofilmes.
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Figura 25 - Simulacdo do perfil de concentracdo/profundidade a baixa energia (4 keV) e a média energia
(100 keV) de polarizagdo no processo de implantacdo idnica.

4.1.2. Avaliacéo das doses implantadas

A dose e distribuicdo de implantacio de ions Ag* na superficie do ago inoxidavel
foram caracterizadas por RBS. O espectro de RBS, na Figura 26, mostra os sinais
caracteristicos de ferro (espécie quimica com maior percentual em peso encontrado no
substrato) e de prata incorporada nas amostras. As doses implantadas foram obtidas
utilizando a Equacéo (2) do subcapitulo 1.4.2.
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Figura 26 — Espectro de RBS que mostra a coleta do valor da area de prata de uma amostra da série .
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A incégnita A da referida equacdo, representada pela area abaixo da curva foi
determinada com o auxilio do software OriginPro 8.6, conforme mostra a aproximacao
realizada para o pico de prata. O numero de canais (N) foi mantido constante para a
analise de todas as amostras. E importante salientar que nesta analise, o perfil de
implantacdo da prata foi representado com uma curva do tipo Gaussiana e Lorentziana.
O perfil Gaussiano é equivalente a uma distribuicdo normal e o perfil Lorentziano é
equivalente a uma distribuigéo relativa de Cauchy-Lorentz para a concentragao de prata
com o substrato. Esta mesma tendéncia havia sido observada nos perfis das simulacdes
de Monte Carlo.

A Figura 27 exibe a compilacdo dos resultados obtidos nos calculos realizados
para a determinacdo das doses de prata implantada nas quatro séries de amostras.
Analisando os resultados extremos de indice de emissdo de 14 e 30 mA, note que uma
maior corrente de emissdo e um menor tempo de implantacdo acarretam em uma maior
densidade areal de atomos de prata. Inicialmente essa relacdo entre o tempo e indice de
emissdo transcorre exponencialmente. Contudo, a corrente de emissdo é limitada pelo
campo de atracdo que promove a implantacdo dos ions. Essa restricdo pode ser
observada quando se eleva a corrente de emissdo para valores proximos de 60 mA, onde
ao invés de implantar seria formada uma pelicula de prata sobre o alvo. Neste caso, as
propriedades do substrato que deveriam ser mantidas serdo mascaradas pelo
revestimento.
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Figura 27 — Densidade areal de &tomos de prata por centimetro quadrado em fungdo da corrente de
emissdo utilizada nas implantacdes.
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De posse do conhecimento das concentraces implantadas no processo IPD, é
proeminente sobrepor um comparativo do resultado obtido nas amostras realizadas a
100 keV, onde a dose implantada determinada foi de 1 x 10'” Ag/cm? durante 24 h de
processo. Considerando as condi¢des de cada processo e a dose de ions implantados,
evidencia-se que o rendimento seja mais econdmico no equipamento aqui proposto.
Ainda, estima-se que as propriedades antimicrobianas sejam similares as de um

implantador inico.
4.1.3. Anélise de profundidade

Nos resultados das analises de GD-OES (Figura 28) evidenciam-se os elementos
caracteristicos do aco inoxidavel, ferro e cromo. Estes resultados corroboram com os
resultados das simulacdes de Monte Carlo e de RBS, pois as curvas dos elementos ndo
apresentam um crescimento abrupto, o que indica que ndo ha formacdo de uma pelicula
de prata na superficie do aco, mas sim, que a prata esta de fato implantada. Na Figura 28
também foi constatada a presenca de oxigénio na superficie do ago inoxidavel.

(b)

1,4 1:6 1:8 2:0 2.2 2,4 0,8 1,2 1:6 2,0 24
Tempo de pulverizagéo (s) Tempo de pulverizagéao (s)

00 04 08 12 16 20 24 0,0 0.2 0.4 06 038
Tempo de pulverizagao (s) Tempo de pulverizagéo (s)

Figura 28 - Perfil de profundidade dos elementos quimicos constitutivos das amostras da série: (a) I; (b)
I1; (c) e (d) IV.
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Como uma alternativa de minimizar o oxigénio da superficie, algumas amostras
da série 11l foram acondicionadas em um dessecador a vacuo (Figura 29). As amostras
que foram mantidas a baixo vacuo tiveram uma reducdo na curva de oxigénio. Isto, de
alguma forma parece interferir no pico de prata. Possivelmente, as amostras expostas ao
ambiente de ar atmosférico iniciam, antecipadamente, o processo de liberacdo de ions
Ag’. O deslocamento dos fons Ag” para a superficie do material pode estar originando o
6xido de prata (AgO), mas sem uma andlise especifica esta hipotese ndo é conclusiva.

O eixo da abscissa dos graficos ndo foi convertido de tempo de pulverizacdo para
profundidade porque se faz necessario utilizar um perfildmetro, sem o qual ndo ha como
comprovar com exatiddo a profundidade de penetragdo dos ions Ag®. Para converter o
eixo da ordenada de tensdo para concentracdo, seria necessario utilizar padrées com
composicdo conhecida e constante. Ainda, sem a posse dos mesmos até o presente
momento, a concentragdo de ions de prata foi obtida mediante a analise anteriormente

mencionada, RBS.
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Figura 29 — Perfil de GD-OES das amostras da série I1l acondicionadas: (a) ar atmosférico e (b) vacuo.

4.1.4. Imagens da adesdo bacteriana na superficie do aco inoxidavel

Na Figura 30 podem ser visualizadas as imagens obtidas por MEV. A adesédo da
bactéria Escherichia coli sobre a superficie do AISI 304 foi analisada tanto nas amostras
ndo tratadas como nas tratadas. Em ambas as amostras podem ser observadas uma
quantidade elevada de células bacterianas aderidas na superficie do aco, sendo detectada
em alguns pontos a formagdo de microcoldnias. Nas amostras tratadas nenhum sinal de
dano na parede celular das bactérias é visualizado pela acdo dos fons de Ag”.

Estudos indicam que a adeséo de micro-organismos ocorre preferencialmente nas

irregularidades de uma superficie [1]. As causas deste fenbmeno podem estar
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relacionadas & maior area da superficie rugosa que proporciona mais sitios favoraveis
para a colonizagdo, e posterior, formacdo dos biofilmes. Contudo, recorde que a
rugosidade superficial do aco inoxidavel, antes e apds a implantagdo de ions Ag® foi
analisada, sendo obtido um valor médio de aproximadamente 0,17 pum (+ 0,05). O
resultado é aceitavel, pois se sabe pelas imagens de MEV que cada bactéria de
Escherichia coli mede aproximadamente 0,5 pm de largura por 1-2 um de comprimento
0 que dificulta a sua adeséo a superficie.

AccV Probe Mag WD Det No. n AccV Probe Mag WD Det
30.0kv 35 x1000 17 SE 1 30.0kV 35 x5000 17 SE

(d

AccV Probe Mag WD Det o AccY Probe Mag WD Det
300V 35 x1000 17 SE 150k 40 x5000 12 SE

Figura 30 - Imagens de MEV mostrando a adesdo de E. coli das amostras da série 111 (a) e (b) ndo
tratadas; (c) e (d) tratadas com fons Ag".

4.2. Resultados biologicos

4.2.1. Analise da aderéncia de E. coli e S. aureus na superficie do aco inoxidavel

As células aderidas de Escherichia coli (IBEc 101) e Staphyloccocus aureus
(ATCC 6538) na superficie do aco inoxidavel foram investigadas, sem e com a
implantacdo de fons Ag” e, sem e com a técnica de desoxidacdo da prata (Figura 31). Na
aderéncia de E. coli verifica-se que o aco inoxidavel ndo tratado e o tratado apenas com
a solucdo usada na remocdo da camada de 6xido, sdo susceptiveis a adesdo de micro-
organismos. Em contrapartida, os resultados mostram que com a adi¢do de prata houve
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uma significativa reducdo (> 60%) na aderéncia bacteriana em relacdo ao mesmo aco
sem prata. Ainda, para constatar se a capacidade de inibi¢cdo da aderéncia era decorrente
da oxidacdo, as placas foram submetidas ao tratamento de desoxidagdo como
mencionado no subcapitulo 2.5.5. As amostras com a adi¢do de prata mais o tratamento
de desoxidacdo apresentaram uma alta reducdo de aderéncia bacteriana (> 95%) em
relagéo ao controle.

Na andlise da Figura 31 verificou-se que as células aderidas de S. aureus na
superficie do aco inoxidavel tém um efeito andlogo em relacdo a analise de E. coli,
sendo constatada apenas uma diferenca, 0s acos inoxidaveis tratados, tiveram um
acréscimo (> 3%) na aderéncia bacteriana.

As superficies observadas apresentaram uma influéncia importante no processo
de adesdo microbiana. Esse efeito antiadesdo ou inibitério dos ions Ag* podem estar
relacionados com a reducdo das interacOes atrativas entre as bactérias e o subtsrato,
principalmente para as superficies, cuja a prata foi submetida ao tratamento de
desoxidacao.
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Figura 31- Adesdo da E. coli e S. aureus a superficie do AISI 304, sem e com implantacio de ions Ag*
(Série I1) e, sem e com o tratamento de desoxidagdo (TD).

4.2.2. Biofilme bacteriano

A Figura 32 mostra a formacdo de biofilme de E. coli na superficie do aco
inoxidavel, sem e com a implantagdo ions Ag® e, sem e com o tratamento de
desoxidacdo. Foi observado que o biofilme se desenvolveu tanto nas amostras nédo
tratadas como nas tratadas. Houve, entretanto, uma reducédo na formacéo de biofilme, na
amostra com prata implantada (~ 30%) e na amostra contendo a prata mais o tratamento

de desoxidacdo (> 90%), em relacdo aos controles. O efeito retardatério na formacao
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dos biofilmes pode ser associado & propriedade antimicrobiana dos ions Ag’,
dependente tanto da densidade areal de prata implantada como da taxa de ions Ag*
liberada da superficie do material.

100

E. coli

80+

60

Porcetagem de aderéncia (%)

Figura 32 - Formacéo de biofilme de E. coli a superficie do AISI 304, sem e com implantacdo de ions
Ag" (Série I11) e, sem e com tratamento de desoxidacio (TD).

Acredita-se que o TD facilite a lixiviagdo da prata para 0 meio LB liquido
contendo a suspensédo bacteriana. A prata ao ser liberada da superficie adquire a forma
ionizada, e ao se ligar as proteinas das células bacterianas, possivelmente deve danificar
a estrutura da parede celular, ocasionando a morte das células.

Contudo, estas consideracdes sdo questionadas pela ocorréncia e predominancia
das células aderidas irreversivelmente a superficie, observadas nas imagens de MEV. E
provavel que estas células se tornem uma barreira contra a agdo dos jons Ag*. Nessas
circunstancias, o biofilme poderia se desenvolver sobre as células aderidas, estando elas

mortas ou vivas, sem sofrer as distor¢des causadas pelos ions Ag”.

4.2.3. Influéncia do pH na adeséo de E. coli a superficie do aco inoxidavel

A maioria dos biofilmes naturais forma-se a valores de pH préximos da
neutralidade. O pH tem um efeito preponderante no metabolismo microbiano que afeta
o desenvolvimento e a atividade do biofilme. Na Figura 33 observe que os desvios de
pH para valores superiores ou inferiores a 7 interferem no processo de adesdo das

celulas de E. coli a superficie de aco inoxidavel.
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Para valores de pH ndo alcalinos (pH = 5) houve uma reducdo (~ 54%) de
aderéncia em relacdo a amostra ndo tratada e & amostra desoxidada sem a implantagdo
jons Ag®. Para valores de pH neutro foi observada uma reducdo mais acentuada na
adesd@o (~ 74%), enquanto, que os valores de pH alcalinos (pH = 9) apresentaram uma
reducdo (~ 47%) na aderéncia bacteriana.

A influéncia do pH pode estar associada as interacdes das propriedades elétricas
superficiais dos micro-organismos e das superficies solidas. A repulsdo eletrostatica
entre as duas entidades aumenta para valores de pH préximos da neutralidade e diminui
para valores de pH ndo alcalinos e, deste modo, interfere na aderéncia bacteriana. Na
auséncia de prata, a adesdo das células a superficie do aco é favorecida, pois nesta
situacdo 0s corpos com cargas de sinal oposto implicam em forcas eletrostéticas
atrativas. Nestas situacOes, as células bacterianas se aproximam facilmente do minimo
primario de energia, e uma adesao forte e irreversivel deve ser obtida [46]. Na presenca
de prata e para valores de pH préximos da neutralidade, as células com carga elétrica
positiva devem interagir repulsivamente com os ions Ag*, dificultando a adesdo. Claro
que este fato ndo invalida que alguma atragdo ocorra entre elas, tal como no caso de
auséncia de prata, o que esclareceria as células aderidas de forma mais dispersas

observadas nas imagens de MEV.
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Figura 33 — Influéncia do pH no processo de adeséo das células de E. coli & superficie de ago inoxidavel.
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Pela andlise dos resultados da superficie modificada, conclui-se que é possivel
implantar ions prata a baixas energias, assim como é confidvel afirmar a
reprodutibilidade do processo IPD. Os resultados tedricos e experimentais propostos
apresentaram uma correlacdo visualmente existente entre as caracterizagbes fisico-
quimicas. As simula¢des de Monte Carlo previram os perfis de profundidade e dose de
prata que iriam ser encontrados em ambos 0s processos conseguintes — RBS e GD-OES,
sendo de valia para o ajuste da tensdo de polarizacéo de 4 kV utilizada no processo IPD.

Os espectros de RBS e os perfis de GD-OES comprovam, respectivamente, as
doses implantadas e o alcance de profundidade dos ions incidentes no interior do
material. De posse dos dados mencionados, foi constatado que as amostras tratadas a
baixas energias de 4 keV pelo processo IPD exibem doses relativamente altas em
regibes muito proximas da superficie, enquanto valores similares de doses de ions
projetados com alcance de implantagdo uma ordem de grandeza maior foram
verificados na implantacéo i6nica a energia intermediaria a 100 keV.

Outro fator vantajoso relacionado ao IPD é a sua versatilidade que permite
abranger o processo de implantacdo i6nica em escala industrial, onde as condicGes de
processo (energia, tempo, manutencdo) 0 tornam um processo mais econdmico.
Inicialmente, existe uma perspectiva de um ganho total em rendimento quando
comparada com a implantacéo idnica.

Os resultados biologicos confirmam a obtencdo, da tdo desejada propriedade
antimicrobiana pelo IPD. Contudo, a elevada quantidade de oxigénio na superficie das
amostras provoca um significativo acréscimo na capacidade de aderéncia das células
bacterianas de aproximadamente 35%. Logo, a superficie em que os fons Ag™ foram
implantados, e posteriormente, submetidos ao tratamento de desoxidacdo resultou nas
seguintes caracteristicas: (i) maior acdo antimicrobiana da prata e; (ii) capacidade de
inibicdo da aderéncia, provavelmente, devido as forcas de repulsdo entre as células
bacterianas e a superficie de contato.

Na indUstria de alimentos o uso dos fons Ag™ foi considerado inviavel, pois os
equipamentos permanecem expostos diariamente ao ambiente rico em oxigénio. Esta
impureza foi tida como prejudicial as propriedades antimicrobianas. Ainda, sem uma
solucdo aparente para este problema, conclui-se que seria mais viavel aplicar o método

de implantacdo idnica a baixa energia pela tecnologia de IPD na indUstria na area da
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salde em instrumentos cirurgicos, proteses ortopédicas e dentérias, cateteres, entre
outras. Nestes casos, seria necessario aplicar algum tipo de revestimento ultrafino de
facil remogdo para quando o material tratado fosse aplicado ou uma embalagem que o
armazenasse em um meio livre de contaminagdes, sendo possivel até mesmo realizar o

tratamento de desoxidacdo da prata mencionado neste trabalho.
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6. Perspectivas

# Verificar a zona de inibicdo da aderéncia irreversivel e/ou a formagao de biofilme
de E. coli e S. aureus e, se a mesma depende da dosagem de ions de prata;

# Determinar por quanto tempo a quantidade de prata implantada continua a fazer
efeito, de acordo, com a aplicacdo médica requisitada;

# Determinar o efeito da implantacdo de prata sobre a viabilidade celular nos
processos de aderéncia utilizando o método fluorimétrico com corante Dead/L ife;

# Avaliar a influéncia do tempo de contato e a interacdo do pH sobre viabilidade
celular;

# Realizar a implantacdo de fons Ag® em materiais metalicos, poliméricos e
ceramicos;

2 Avaliar a propriedade antimicrobiana dos ions de prata sobre diferentes micro-

organismos: A. hydrophila, P. aeruginosa, B. cereus, C. albicans e S. cerevisiae.
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Anexo A

ANEXO A - Contagem de bactérias totais na suspensao

O valor do numero total de bactérias em suspensdo foi determinado recorrendo a

seguinte expressao:

n° de células <n° de células contadaS) (érea da menbrana

- volume filtrado

— = ) .(diluigao)
volume da suspensao

area contada
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Anexo B

ANEXO B - Meio de cultura e reagentes

Meio LB (Luria Bertani) liquido - 500 ml

THIPEONA Lot et 590
EXrato de IBVEAUIA ......ccveiee ettt et sb e e s srbaae e s 254
Cloreto de SOI0 (NACI) ....coveiieiiieieiiie e 59
Preparo:

1 — Adicionar 400 ml de &gua destilada e agitar até dissolver;
2 — Ajustar o pH para 7,0 com NaOH 5N;

3 — Ajustar o volume da solugdo para 500 ml,

4 — Autoclavar.

Tampao fosfato salino (PBS, 01 mol/L, pH = 7,0) - 500 ml

Cloreto de SOdI0 (NACI) .....oviiiiii s 40,19
Fosfato de sodio dibasico (NazHPOg) ...eovecveeieeie e 8,990
Cloreto de potassio (KCI) ...cuveieiieicecece e e 19
Fosfato de potéassio monobasico (KH2PO4) ..ecvvevecvieviiiicecece e 1,359
Preparo:

1 — Adicionar 400 ml de agua destilada no recipiente contendo NaCl e KClI;
2 — Agitar no agitador magnético até dissolver o conteudo;
3 — Ajustar o pH para 7,0 com Na;HPO,4 e KH,POy;

4 — Ajustar o volume da solucdo para 500 ml,

5 — Autoclavar.

Solucéo a base de NaOH - 100 ml

Solucéo de hidroxido de s6dio (NaOH 0,1 M) ......covveiiiiiiiiecie e 85 ml
ACELONA P.A. .ottt st et are s 15 ml
Preparo:

1 — Adicionar e misturar os dois componentes;

2 — Armazenar em um recipiente de vidro ambar tampado;
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