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RESUMO

Neste trabalho, descrevemos o desenvolvimento de filmes LbL formados por polianilina
(PANI), Nanotubos de Titanato (TiNTs - Na,Ti3O7) e brometo de cetiltrimetilamonio
(CTAB) para aplicacbes em revestimentos antifungicos. Inicialmente, a fim de
averiguar a originalidade do trabalho, um estudo de prospeccdo cientifica e tecnoldgica
foi realizada (capitulo 01) nas bases cientificas Web of Science, Scopus e Scielo, e nos
bancos de patentes do Instituto Nacional de Propriedade Industrial - INPI, Escritério
Europeu de Patentes - Espacenet e Escritorio de Patentes e Marcas dos Estados Unidos
— USPTO, demonstrando que filme fino para aplicacdo em revestimentos
antimicrobianos € uma area que esta em desenvolvimento e € algo inovador no que diz
respeito a revestimentos antifngicos, visto que ndo foi encontrado nada na literatura
com abordagem semelhante. Posteriormente a essa etapa, realizou-se o estudo desses
filmes LbL desenvolvidos (capitulo 02), no qual foram caracterizados por Voltametria
Ciclica (VC), Espectroscopia na regido UV-Visivel (UV-Vis) e Microscopia de Forca
Atdmica (MFA). Os espectros de UV-Vis mostraram que a cinética de formacdo dos
filmes LbL é influenciada tanto pela presenca dos TiNTs quanto ao meio em que estes
foram dispersos. Especificamente, o filme com a arquitetura PANI(TINTS)/CTAB
apresentou valores de absorbancia consideravelmente maiores do que as demais
arquiteturas avaliadas, enquanto as imagens de MFA, para este mesmo filme contendo
20 bicamadas depositadas, mostraram uma morfologia com padrdo de distribuigédo
uniforme de TiNTs, provavelmente devido ao efeito anfifilico do CTAB. Em seguida, o
filme PANI(TiINTs)/CTAB foi avaliado em ensaios antifingicos mostrando excelente
atividade contra o fungo oportunista Cryptococcus neoformans responsavel por causar
infeccOes severas em pacientes imunossuprimidos e, até mesmo, meningite criptocécica.
O material desenvolvido neste trabalho poderia vir a ser uma opgdo inovadora e um
excelente candidato para o revestimento de tubos de ar condicionado, pois, além da
atividade antifungica, também agrega as propriedades anticorrosivas e purificadoras de

ar presentes em PANI e TiNTSs, respectivamente.

palavras-chave: revestimento antifungico; nanotecnologia; filmes  finos,
nanocompositos.



ABSTRACT

This work, describing the development of films LbL formed for polyaniline (PANI),
titanate nanotubes (TiINTs - Na,Ti3O7) and cetyltrimethylammonium bromide (CTAB)
are applications in antifungal coatings. First, in order to ascertain the originality of the
work, a study of scientific and technological prospection was carried out (chapter 01) in
the scientific bases Web of Science, Scopus and Scielo, and in the patent offices of the
National Institute of Industrial Property - INPI, Office European Patent Office - US
Patent and Trademark Office (USPTO), showing that thin film for application in
antimicrobial coatings is an area that is under development and is something innovative
with regard to antifungal coatings, since it was not found nothing in the literature with
similar approach. After this step, the study of these LbL films developed (chapter 02)
was performed, in which they were characterized by Cyclic Voltammetry (VC),
Spectroscopy in UV-Vis (UV-Vis) and Atomic Force Microscopy (MFA). UV-Vis
spectra have shown that the formation kinetics of LbL films is influenced both by the
presence of TiNTs and the medium in which they were dispersed. Specifically, the film
with the PANI (TiNTs) / CTAB architecture presented considerably higher absorbance
values than the other architectures evaluated, whereas the MFA images, for this same
film containing 20 deposited bilayers, showed a morphology with a uniform distribution
pattern of TiNTSs, probably due to the amphiphilic effect of CTAB. Next, the PANI
(TiINTs) / CTAB film was evaluated in antifungal trials showing excellent activity
against the opportunistic fungus Cryptococcus neoformans responsible for causing
severe infections in immunosuppressed patients and even cryptococcal meningitis. The
material developed in this work could be an innovative option and an excellent
candidate for the coating of air conditioning pipes, as well as the antifungal activity, it
also adds the anticorrosive and air purifying properties present in PANI and TiNTs,

respectively.

keywords: antifungal coating; nanotechnology; thin films, nanocomposites.



SUMARIO

1. INTRODUGAOD ...ttt sttt ena st 11
0 =N = 1 AV 1TSS 13
2.1 OBIETIVO GERAL ... oot et e et e e e et e e et et e s e ae et e e es e e e ereeereeneane 13
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ..o oo et aer e er e e e 13
3. REFERENCIAL TEORICO ... oo oo e et er e e aeen s 14
3.1 NANOTECNOLOGIA -FILMES FINOS ....ooeeeeeeeeeeeeeee oo 14
3.2 POLIMEROS CONDUTORES - POLIANILINA ....ooovoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeer e 16
3.3 CERAMICAS AVANCADAS - NANOTUBOS DE TITANATO ...c.ccvvevecreree, 20
3.4SURFACTANTE - BROMETO DE CETILTRIMETILAMONIO.....ccocccveveve.. 23
3.5 IMPORTANCIA MEDICA DO FUNGO CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS .....cvvevevenan. 25
4. PROSPECCAO TECNOLOGICA ...ttt st 27
A1 METODOLOGIA ..o et e e et e e et er e er e enane 27
4.2 RESULTADOS EDISCUSSAD. ..ot seen e 28
A3 CONCLUSAOD .ottt e e oo s e 36
5. ARTIGO SUBMETIDO (TRADUCAO PARA LINGUA PORTUGUESA)................ 38
6. CONSIDERAGCOES FINAIS ..ottt sttt 66

7. REFERENCIAS ..ot e ettt e e e e et e e et e et e et e e e e e e e s, 67



11

1. INTRODUCAO

No decorrer dos Ultimos anos, a incidéncia de doencas e infec¢cdes importantes
causadas por fungos oportunistas tem crescido. Essas infec¢fes tém maiores ocorréncias
em pacientes com o sistema imunolégico comprometido (ALMEIDA; MACHADO,
2014).

O fungo Cryptococcus neoformans é um dos principais agentes etioldgicos que
contribuem para o aumento dessas infeccbes e € o0 patdgeno mais comumente
encontrado em pacientes HIV positivos, podendo ocasionar a morte dos mesmos por
consequéncia de meningite criptocédcica, uma das doencas causada por esse patdgeno
(SCORZONI, 2008).

O C. neoformans é considerado um agente cosmopolita e oportunista, sendo que,
no ambiente natural urbano pode ser encontrado em excretas de pombos. Assim, apos a
deposicao das fezes pelas aves infectadas, o fungo é capaz de colonizar superficies, tais
como, tubulagdes de ar condicionado, ocasionando a contaminagdo do ar em ambientes
fechados como hospitais, por exemplo (ALMEIDA; MACHADO, 2014). Este fungo
também pode ser encontrado no homem frequentemente na urina e no sangue
(TRIPATHI et al., 2012, KHAN, BAIG e MEHBOOB, 2017)

Neste contexto, com a crescente busca por tratamentos mais eficazes, varias
pesquisas vém sendo desenvolvidas com intuito de se obter novos produtos que
possuam acédo antifingica. A pesquisa voltada para os filmes nanoestruturados desponta
como uma das principais alternativas na busca por materiais que possam ser
modificados em nivel molecular, aumentando assim a sua aplicabilidade, incluindo
aplicacdes em revestimentos antibacterianos, antiflngicos e anticorrosivos (PATERNO,
et al, 2001, FARIAS et al., 2014; CLOUTIER, et. al., 2015; KRUK, et. al., 2016).

O desenvolvimento de filmes finos permite que materiais com diferentes
naturezas e propriedades sejam conjugados em uma estrutura do tipo sanduiche, camada
a camada, de forma a manter uma alta organizacdo molecular potencializando as
propriedades ja existentes, ou ainda, gerando novas propriedades no material final
(PATERNO, et al, 2001).

Deste modo, as propriedades anticorrosivas da PANI (KALAIVASAN, SHAFI,
2017) somadas as propriedades autolimpantes do TiNTs (PICHAT, 2014) e
antimicrobianas do CTAB (COLOMER, et al, 2015), associadas no filme desenvolvido,
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resultam em um material alternativo para revestimentos antifingicos de superficies
susceptiveis a contaminacdo, caracterizando-se como uma boa estratégia na prevencéo
de infeccBes microbianas.

Esse trabalho objetivou, portanto, desenvolver filmes finos utilizando a técnica
Layer-by-Layer contendo PANI, TiNTs e CTAB, além de avaliar sua acdo antifungica
contra cepas do fungo C. neoformans. Constam nesta dissertacdo, um referencial tedrico
e um estudo de prospeccdo com base em artigos publicados e pedidos de patentes
depositadas relacionados ao tema deste trabalho, aléem do artigo cientifico submetido a
Journal of Coatings Technology and Research, o qual sdo apresentados o

desenvolvimento e caracterizagdo dos filmes, bem como o teste antiflngico.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e caracterizar filmes Layer-by-Layer (LbL) de forma a conjugar as
propriedades da polianilina (PANI), com o brometo de celtiltrimetilamonio (CTAB), e
nanotubos de titanato (TiINTs - Na,Ti3O-), além de avaliar a atividade antifingica dos

filmes formados contra cepas de C. neoformans.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Elaborar uma prospec¢do tecnoldgica sobre filmes finos para aplicacbes em
revestimentos antimicrobianos.

v Preparar filmes finos (LbL) utilizando PANI, CTAB e TiNTs em estruturas de
mono e bicamadas;

v Analisar a influéncia da sequéncia de adsorcdo dos filmes preparados,
PANI/CTAB e CTAB/PANI na presenca ou auséncia do TiNTs através de
caracterizacdo eletroquimica, espectroscépica e morfoldgica.

v Investigar a atividade antifangica do filme LbL proposto em teste in vitro contra

cepas do fungo C. neoformans.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 NANOTECNOLOGIA - FILMES FINOS

A Nanociéncia estuda os materiais em escala nanométrica o que significa, em
um contexto geral, a habilidade de manipular a matéria na escala compreendida entre
0,1 e 100 nanémetros (nm), com objetivo de que possuam certa organizacdo molecular
de forma a gerar novas propriedades e, consequentemente, permita novas aplicacdes em
diversos campos do conhecimento (SILVA FILHO, 2012; DAL' ACQUA, 2013).

A Nanociéncia destaca-se, ainda, por sua interdisciplinaridade, uma vez que
necessita de conhecimentos de fenbmenos nas areas de Fisica, Quimica, Biologia,
Engenharia de Materiais, Computacédo, entre outras (TORRES, 2007), de forma que tem
se tornado uma das areas mais importantes da pesquisa em nivel mundial (DURAN;
MATTOSO; MORAES, 2006; DAL' ACQUA, 2013)

Chama-se material nanoestruturado aquele que possua, pelo menos, uma de suas
dimens@es na escala manométrica como, por exemplo, um material bidimensional como
um filme. Os filmes finos chamam atencdo devido a possibilidade de se obter estruturas
com maior grau de organizacdo molecular, controle de espessura e modulacdo de suas
propriedades, além da possibilidade de caracterizacao in situ (PATERNO et al., 2001).

A medida que crescia os estudos na area dos filmes finos, por consequéncia,
aumentava também ndmero de publicagcdes em revistas nacionais e internacionais, com
0 emprego de diferentes termologias para a denominagao dos filmes finos. Desta forma,
a IUPAC (International Union of Pureand Applied Chemistry) normatizou a linguagem
cientifica nesta area, abordando desde o preparo e a caracterizacdo de filmes,
nanofilmes, microfilmes e filmes de fase sélida — liquida (MINASSIAN-SARAGA,
1994)

Dentre as diversas formas de preparacdo de filmes, a técnica Layer-by-Layer
(LbL) destaca-se por permitir o controle de pardmetros como a espessura € 0O
empacotamento molecular, uma vez que possibilita a “organiza¢do” de moléculas
individuais em arquiteturas altamente ordenadas (ROZ, et al, 2015). Historicamente, o
método de preparacdo de filmes LbL foi primeiramente proposto por ller em 1966, e

consiste em interagdes eletrostaticas com adsor¢éo alternada de particulas coloidais com
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cargas opostas. Passados duas décadas, Sagiv e colaboradores (1980) propuseram um
sistema de multicamadas baseado em interacGes quimicas, como ligacdes covalentes,
entre as camadas depositadas, denominando esta técnica de “self-assembly”. Na década
de 1990, Decher e colaboradores basearam-se na técnica de ller, porém, empregando
moléculas contendo grupos iénicos como compostos anfifilicos e polieletrélitos, e a
nomearam pelo termo LbL (do inglés “Layer-by-Layer” que significa “camada por
camada”) (STORTI, 2008). O modo de produgdo LbL é a mais recente técnica de
formacdo de filme e consiste na interacdo eletrostatica de moléculas de cargas opostas
compondo filmes com camadas moleculares catidnicas e anidnicas adsorvidas
alternadamente sobre substratos sélidos, com a vantagem de permitir controlar a
espessura do filme e de simples execucdo (PATERNO, et al., 2001; ROZ, et al., 2015).
Outras formas de interacdo pelas quais o material de interesse pode ser
adsorvido sdo descritas através de forcas de Van Der Waals, ligacGes de hidrogénio,
forgas dispersivas ou de London, cujas intensidades tornam as monocamadas compactas
e fortemente adsorvidas (PATERNO, et al., 2001). A deposicdo do filme LbL ocorre
através da imersdo de um substrato sélido, por um determinado periodo de tempo, numa

solucéo aquosa contendo o material a ser depositado (Figura 1).

Figura 1: Representacdo esquematica da producdo de um filme Layer-by-Layer

contendo uma bicamada.

Polication Lavagem Polianion Lavagem

Fonte: Autoria propria, 2017.
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Ap0s a adsorcdo da primeira monocamada, neste caso um policétion, conforme
Figura 1, posteriormente, o conjunto substrato/monocamada é lavado a fim de eliminar
0 excesso de material ndo adsorvido, sendo seco com leve fluxo de ar comprimido ou
nitrogénio. Em seguida, este sistema é entdo imerso numa solucdo contendo outro
material, agora com carga oposta & do material inicialmente depositado, em nosso
exemplo, um polianion, formando, deste modo, uma bicamada. Assim sdo formados 0s
filmes compostos por bicamadas moleculares catidnicas e anibnicas, alternadamente
adsorvidas (PATERNO et al., 2001).

3.2 POLIMEROS CONDUTORES - POLIANILINA

Os polimeros condutores sdo materiais que tém sido extensamente empregados
na formacdo de filmes LbL. A descoberta da condutividade nos polimeros ocorreu de
maneira acidental na década de 70, onde um aluno do Instituto de Tecnologia de Toquio
do Laboratério do Prof. Hideki Shirakawa, na tentativa de sintetizar o poliacetileno
(PA), um po preto, obteve um filme prateado, brilhante, semelhante a uma folha de
aluminio (ABREU, 2010). Logo depois, Shirakawa em colabora¢do com MacDiarmid e
Heeger, na Universidade da Pensilvania, verificou que ap6s a dopagem do PA com
iodo, aquele filme, anteriormente prateado, tornou-se uma folha metalica dourada, cuja
condutividade elétrica era sensivelmente aumentada (AUGUSTO, 2009; ABREU, 2010;
PADILHA, 2011). Em 2000, os pesquisadores Alan J. Heeger, Alan G. MacDiarmid e
Hideki Shirakawa, dividiram o prémio Nobel de Quimica pela descoberta e o
desenvolvimento de polimeros condutores (AUGUSTO, 2009).

Os polimeros condutores pertencem a classe de polimeros conjugados e advém
de cadeias longas, constituidas pela repeticdo de unidades mais simples denominadas de
mondmeros, geralmente contendo atomos de carbono e hidrogénio em sua cadeia
(PADILHA, 2011). Muitas vezes, os polimeros condutores sdo denominados de
polimeros conjugados, por exibirem em sua cadeia sequéncia de ligacbes simples e
duplas alternadas, resultando assim em elétrons desemparelhados e deslocalizados.
Essas ligagdes conjugadas sdo formadas por ligacGes sigma (8) que é uma ligagéo forte,
e uma ligacao “pi” (m) que ndo esta fortemente localizada, portanto é mais fraca e, desse

modo, os elétrons de carater © sdo facilmente removidos e adicionados sem que ocorra o
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rompimento das ligacBes que sdo necessarias para a estabilidade da molécula,
possibilitando que estes polimeros possam ser oxidados ou reduzidos com facilidade
(MATTOSO, 1996; OLIVEIRA, 2015). Para que a conducdo elétrica aconteca é
necessario que o polimero tenha uma cadeia linear, pois a condugéo s6 ocorre ao longo
da cadeia polimérica, e ndo entre cadeias, ou seja, em cadeias ramificadas (ABREU,

2010). A Tabela 1 mostra alguns tipos de polimeros conjugados:

Tabela 1: Estruturas dos principais polimeros intrinsecamente condutores.

Condutividade

Polimero condutor Estrutura 1
(Scm™)

Poliacetileno 10° a 10°
WAAAAS
n
. iy 3
Polianilina C N C . C E C E} 10a10
n

Polipirrol 600

Politiofeno 200

n
Poli(p-fenileno) . . . . | 500
n
Poli(p-fenileno vinileno) 1
O a0 ©aa®
n

Fonte: Adaptado de Faez, et al 2000.

Na Tabela 1, observamos a presenca das duplas ligagdes conjugadas
responsaveis por elétrons © deslocalizados ao longo de toda cadeia, os quais permitem a
mobilidade eletrénica e, portanto a existéncia da propriedade de conducdo nestes
polimeros (FORNAZIER FILHO, 2009).
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Entre os polimeros condutores, a Polianilina (PANI) vem despertando bastante
interesse no meio cientifico devido a facilidade de polimerizacdo e processo de
dopagem, estabilidade quimica em temperatura ambiente, processabilidade e baixo
custo (EBRAHIMI, G.; NESHATI, J.; REZAEI, F. 2017). A PANI possui varias
aplicacbes sendo usada como um como inibidora de corrosdo (KRALJIC, MANDIC,
DUIC, 2003; OZYILMAZ, et. al. 2013; KOHL E KALENDOVA, 2015;
KALAIVASAN, N.; SHAFI, S. S. 2017), em baterias recarregaveis DUAN, et al, 2012,
sensores moleculares(FARIAS, et al., 2015; ANDRE, et al. 2017), e até mesmo, filmes
antibacterianos (FARIAS, et al., 2014), entre outros (MATTOSO, 1996).

A PANI ¢é originada do mondmero anilina e sua condutividade ocorre devido ao
processo conhecido como dopagem acida, o qual permite que o mesmo transite de seu
estado condutor para isolante sem que ocorra uma variacdo no estado de oxidacdo da
PANI (FAEZ et al, 2000; AUGUSTO, 2009). A Tabela 2 exige a estrutura quimica da

anilina e da polianilina.

Tabela 2: Estrutura quimica da anilina e esquema da férmula geral da polianilina.

Anilina Polianilina
NH N
=
A
NH y N
NHZ 1-y n
Reduzida Oxidada

Fonte: Adaptado de 1ZUMI, 2006.

Na Tabela 2, a formula da polianilina é composta por y e (1-y), que sdo unidades
repetidas ao longo da cadeia e se referem as espécies reduzidas (benzendides) e
oxidadas (quindides), respectivamente (ALMADA, 2007). A PANI pode ocorrer em
diferentes estados de oxidagdo, onde a forma base esmeraldina é a mais estavel
(isolante, 50% oxidada) e € a Unica forma redox que se torna condutora no estado
dopado, ou seja, pode reagir com é&cido (HCI), resultando na forma de sal de
esmeraldina (condutora) (FAEZ et al, 2000; PADILHA, 2011). Com isso, além de
elevar a condutividade elétrica, que chega & ordem de 10° S cm™, outra caracteristica

interessante da PANI é exibir diferentes colora¢fes quando se variam as condicGes de
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pH ou o potencial elétrico (ABREU, 2010). A Tabela 3 traz os diferentes estados de

oxidacéo.

Tabela 3: Diferentes estados de oxidacdo da Polianilina.

Nome Cor Valor dey Condutividade Caracteristicas
(Scm™)
Leucoesmeraldina Amarelo 1 <10” Isolante (Completamente
reduzida)
Protoesmeraldina - 0,75 <10” -
Base esmeraldina Azul 0,5 <107 Isolante (Parcialmente
oxidada)
Sal esmeraldina Verde 0,5 ~15 Condutora (Parcialmente
oxidada)
Nigranilina - 0,25 <107 -
Pernigranilina Plrpura 0 <107 Isolante (Completamente
oxidada)

Fonte: Adaptado de MORETO, 2006.

Na Tabela 3, observamos também que o valor de y pode variar continuamente
entre 0 e 1, onde quando o valor de y é igual a 0 o polimero estard completamente
oxidado (pernigranilina) e, quando y adquire o valor 1, teremos o polimero
completamente reduzido (leucoesmeraldina). Os estados de oxidacdo protoesmeraldina
(y = 0,75) e nigranilina (y = 0,25), segundo Moreto (2006), sdo estados intermediarios
que ocorrem entre os principais estados de oxidacdo da PANI (leucoesmeraldina,
esmeraldina e pernigranilina), entretanto, até o momento ndo foram sintetizados
isoladamente.

A Polianilina pode ser sintetizada por trés rotas distintas: a quimica, a
eletroquimica e a fotoeletroquimica. A sintese quimica destaca-se pela facilidade de
execucao, além da producdo de uma quantidade razodvel de material, na forma de po
com alto peso molecular e elevada pureza (MATTOSO, 1996; FORNAZIER FILHO,
2009).
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3.3 CERAMICAS AVANCADAS - NANOTUBOS DE TITANATO

Outro material bastante interessante que pode ser utilizado na fabricacdo de
filmes LbL sdo os materiais ceramicos, 0s quais possuem boa resisténcia mecéanica, alta
dureza e estabilidade a altas temperaturas, e tem sido amplamente utilizado em
aeronaves, ferramentas de corte, reatores nucleares (SOUZA, 2011). Este grupo de
materiais se caracteriza como materiais inorganicos, ndo metalicos e originam-se da
palavra grega “keramikos” que se refere ao termo ceramica e significa “substancia
gueimada”, sugerindo que estes materiais sdo obtidos mediante a tratamentos térmicos
em temperaturas elevadas (PRESOTTO, 2012).

Dentro da classe de materiais cerdmicos, encontramos as chamadas ceramicas
avancadas, que segundo Nobrega e colaboradores (2004) sdo aquelas de maior contetdo
tecnoldgico agregado e em desenvolvimento em nivel mundial. A cerdmica avancada
oferece varios progressos de desempenho como: durabilidade, confiabilidade, dureza,
alta resisténcia mecanica a uma temperatura elevada, baixa densidade, condutividade
Optica, isolamento elétrico e térmico, resisténcia a radiacdo, dentre outros, e sao
utilizadas em aeronaves e aplicacdes aeroespaciais, com resisténcia ao desgaste de
pecas, biocerdmicas, ferramentas de corte, Optica avancada, em tecnologia de
supercondutividade e reatores nucleares (LIANG & DUTTA, 2001).

Em meio as cerdmicas avancadas, destaca-se o didxido de titanio (TiO;) que tem
atraido muita atencdo nos ultimos tempos devido as suas interessantes propriedades
oOpticas, elétricas, eletroquimicas e de catalise (ALVES, 2009). O TiO, é o composto
mais comum de titanio que é o nono elemento mais abundante na crosta terrestre, ele é
usado em muitas aplicagOes, tais como: revestimentos anticorrosivo e autolimpantes, e
tintas para células solares e fotocatalisantes (BAVYKIN; FRIENDRICH; WALSH,
2006).

As fases polimorficas de TiO, que podem ser encontradas na natureza Sao o
rutilo, o anatase e a brookita, onde as duas primeiras formas séo usualmente tetragonal e
a Gltima possui forma ortorrémbica, sendo que elas diferem no modo como as unidades
octaédricas se arranjam (OKAZUMI, et al., 2011). O rutilo possui uma fase estavel,
apresenta cor vermelha e castanha avermelhado a preta e tem brilho adamantino a
submetalico, dureza 6,00 a 6,50, massa especifica 4,18 a 4,25 g/cm®, sendo um mineral

subtranslucido, podendo ser transparente, composto quase que essencialmente de TiO,
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contendo 10% de impurezas (SILVA, 2012). A anatase apresenta coloragdo castanho no
estado natural, dureza varia de 5,5 a 6,0 e massa 3,9 g/cm® e contém de 98,4 a 99,8% de
TiO,. Na Figura 2, observamos a estrutura do Rutilo e Anatase, (ALVES, 2009; SILVA,
2012). Anatase e Brookita sdo metaestaveis, sendo este ultimo dificil de ser sintetizado
e, assim, raramente estudada (HANAOR; SORRELL, 2011).

Figura 2: Estrutura cristalina do Rutilo e Anatase.
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Fonte: DIEBOLD, 2003.

O dioxido de titanio do tipo anatase foi utilizado como precursor na preparacao
dos nanotubos de titanatos (TiNTs - Na,TizO;) utilizados neste trabalho. Os titanatos
podem ser derivados do TiO,, quando se adiciona a sua estrutura &tomos de outros
elementos, geralmente metais alcalinos (ALVES, 2009), como o sédio, por exemplo. O
TiO, é um dos mais versateis dxidos metalicos existentes nos ultimos anos, sendo que 0
nimero de compostos inorganicos sintetizados a partir desses precursores esta
crescendo cada vez mais (SILVA, 2012).

Os titanatos podem apresentar diferentes nanoestruturas, tais como nanofolhas,

nanobastdes, nanoparticulas, nanofibras e nanotubos, como podemos observar na Figura
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3, e 0s parametros que influenciam na morfologia dos titanatos séo: o tipo de precursor,

tempo, temperatura, tipo de base e a molaridade de sua solucédo (ALVES, 2009)

Figura 3: Morfologias tipicas de nanoestruturas de titanato: a) nanofolhas, b)
nanoparticulas, ¢) nanofibras, d) nanotubos e e) nanobastdes.

a) b)

d) e)
@O @)

Fonte: Adaptada de SILVA, 2012.

Em meio a essas morfologias observadas na Figura 3, os nanotubos Figura 3(D)
chamam atencdo devido a sua morfologia nanométrica tridimensional, alongada e
também constituida de lamelas internas que apresentam melhores propriedades
cataliticas consequentes justamente dessa morfologia, além de possuir resisténcia
mecanica, grande area superficial e volume poroso, alta atividade fotocatalitica,
atoxicidade e baixo custo de producdo (SOUZA, 2011; SANTOS, 2012).

A sintese dos nanotubos de titanato pode ser realizada de trés formas: sintese
hidrotérmica em meio alcalino, processo de anodizacdo eletroquimica do titdnio e
método template (SOUZA, 2011). O método hidrotérmico destaca-se das demais porque
€ uma técnica simples e com bom rendimento, eficiente para obtencdo de amostras com
boa distribuicdo morfoldgica da nanoestrutura desejada e de baixo custo (VIANA, et al.,
2011) e, devido a essas caracteristicas, tem sido 0 método mais empregado na sintese de
nanoestruturas, sendo o mesmo denominado de alcalino pelo fato da reag&o ocorrer via
interacdo do TiO, com uma solucdo concentrada de hidroxido de sédio (NaOH). Assim,
sdo submetidos a um aquecimento sob pressdo por um determinado periodo de tempo
(ALVES, 2009; SANTOS, 2012). Essa sintese € um método feito em etapa simples e
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ndo requer equipamentos especiais, apresentando custo relativamente baixo (LINO,
2007; COSTA, 2009). De acordo com Andrade (2009) e Silva (2012), o método
hidrotérmico é o mais economicamente vidvel para a producdo em escala industrial.
Apesar disso, segundo Ma e colaboradores (2011), na dltima década o método de
anodizagdo tem atraido interesse pela sua alta relacdo superficie-volume, dimensdes
controlaveis e por ser um método de procedimento simples.

O interesse nos nanotubos de titanato, provavelmente, ocorre devido o grande
leque de aplicacBes que esses materiais possuem, como em células solares, eletrodos
para baterias, sensores, atividade fotocatalitica, além de possuir um feito
antimicrobiano, sendo também, um material biocompativel in vivo e muito utilizado em
implantes ortopédicos (CARMO, 2009, ALVES, 2009; SANTOS, 2012).

3.4 SURFACTANTE - BROMETO DE CETILTRIMETIL AMONIO

Outra possibilidade de formacgdo de nanoestruturas em sistemas LbL engloba o
emprego de surfactantes, que sdo compostos que possuem atividade na interface
compreendida entre duas fases, por exemplo: ar-agua e 6leo-agua. Tais compostos que
também podem ser chamados de tensoativos, caracterizam-se por possuir duas regides
distintas na mesma molécula: uma regido polar (hidrofilica) e outra regido néo-polar
(hidrofdbica), como mostrado na Figura 4 (MINATTI, 1999; BALAN, 2006).

Figura 4: Representacdo esquematica de uma molécula de tensoativo com suas partes
apolar e polar.

|
|
par’te apolar |
solivel em éleo I

parte polar
soltivel em agua

________________

Fonte: DALTIN, 2011.
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Um tensoativo tipico possui a estrutura R-X, onde R (parte apolar) é uma cadeia
de hidrocarboneto variando de 8-18 atomos, na qual, normalmente, € uma cadeia
carbonica (linear, ramificada ou com partes ciclicas) que, apesar de serem mais
eletronegativos, os atomos de hidrogénio ndo formam polos de concentracdo de carga
eletrostéatica. O X é a parte polar, possui carga e apresentam atracao eletrostatica pelas
moléculas de &gua ao seu redor, ja que estas apresentam cargas negativa e positiva na
mesma molécula e é responsavel pela solubilidade da molécula em agua (DALTIN,
2011). Com base na carga do grupo polar, os tensoativos podem ser classificados como:
ndo-idnicos, anibnicos, catibnicos e anféteros (Tabela 4) (SANTOS, et al., 2007;
FREITAS, 2014).

Tabela 4: Principais moléculas que representam seus respectivos surfactantes.

Tipo Principais grupos

Tensoativo

Tensoativos catidnicos Os sais quaternarios de
amonio. (podem ser
também: N, P, S, As, Te,

Sb, Bi e os halogénios).

Tensoativos aniénico Sais de &cidos carboxilicos
(graxos) monoproticos ou
polipréticos com metais
alcalinos ou alcalinos
terrosos, acidos como
sulfarico, sulfénico e
fosforico contendo um
substituinte de
hidrocarboneto saturado ou
insaturado.
Tensoativos anfoteros Incluem N-alquil e C-

alquilbetaina e sultaina

Brometo de cetiltrimetil
amonio (CTAB)
Brometo de
dodeciltrimetil aménio
(DTAB)

Cloreto de cetilpiridino
(CICP)

Dodecil sulfato sodico
(SDS)

Bis(2-etilhexil)
sulfosuccinato sodico
(Aerosol OT)

Dihexadecil fosfato
(DHF)

3-(dodecildimetil
amonio) propano 1-
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como também alcool sulfato (SB-12)
amino fosfatidil e acidos. e 4-(dodecildimetil
amonio) butirato
(DAB)
Tensoativos ndo-idnicos Grupos éteres e hidroxilas e Polioxietileno (9-10) p-
(éter poli(oxietileno) p- tercotil fenol (Triton X-
octilfenil). 100)
¢ Polioxietileno (23)
dodecanol (brij 35)

Fonte: Adaptado de BALAN, 2006 e CRUZ, 2013.

Entre os surfactantes encontram-se o brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB),
que esta incluso na classe dos tensoativos cationicos. Este polieletrdlito tem muitas
aplicacdes devido ao fato de possuir agdo antimicrobiana, sendo usado em tratamentos
de agua, bem como na formulacdo de desinfetantes, cosméticos, amaciantes, dentre
outros (GOMES, 2009; CRUZ, 2013).

3.5 IMPORTANCIA MEDICA DO FUNGO Cryptococcus neoformans

Os fungos pertencem ao Reino Fungi e sdo organismos eucariontes e
heterotroficos que apresentam uma parede celular constituida por glicoproteinas e
polissacarideos, além de uma membrana celular, cujo principal componente é o
ergosterol (DEACON, 2006). Eles podem ser encontrados no meio ambiente, no solo,
agua, animais e alimentos, conferindo assim a estes organismos uma ampla distribuicao
na natureza (MENEZES, 2012).

Estes organismos eucariotos podem desempenhar varios papéis que estdo, de
certa forma, ligados a espécie humana, desde decompor e reciclar matéria organica a
causar doengas que podem levar a morte, como em caso de pacientes com o virus HIV
(DEACON, 2006).

A incidéncia de infec¢des causadas por fungos oportunistas esta cada vez maior
com o passar dos anos, e um dos principais agentes etioldgicos que contribui para o

aumento das infecgdes sdo as espécies do género Cryptococcus (SCORZONI, 2008;
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MARTINI, 2011; ALMEIDA; MACHADO, 2014; TRIPATHI, et al., 2012, KHAN,
BAIG, MEHBOOB, 2017).

O Cryptococcus sp. € um género que possui cerca de 40 espeécies, e apenas duas
s&0 patgenos importante aos humanos: Cryptococcus neoformans e C. gattii (ABRAO,
2015). Esses micro-organismos, morfologicamente, apresentam estruturas ovaladas
unicelulares, chamadas leveduras, circundadas por uma cépsula polissacaridica (LIN;
HEITMAN, 2006; SCORZONI, 2008; LIN, 2009). Na Figura 5, é apresentado um

esquema da levedura de C. neoformans com todos os seus componentes celulares.

Figura 5: Representacdo esquematica da levedura de C. neoformans
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Fonte: ABRAO, 2015.

C. neoformans apresenta cinco sorotipos: A, B, C, D e AD. O sorotipo A é o
responsavel por 95% das infecces. O sorotipo D € mundialmente encontrado, sendo
prevalente em climas temperados. Os sorotipos A e D sdo semelhantes, porém, quanto a
viruléncia, ocorrem diferengas em modelos animais. O sorotipo AD é uma mistura das
variedades A e D, com tipo de infeccdo comum. Os sorotipos B e C séo isolados do C.
neoformans var. gattii e, ambas apresentam capacidade de produzir melanina com a
formacéo de col6nias marrons no meio Agar Niger (SANTOS, 2011; QUEIROZ, 2012).

No meio ambiente, a espécie C. neoformans pode ser encontrado em todos 0s
lugares e, em maior quantidade, nas excretas de aves, principalmente de pombos,

depositadas nas paredes e tetos de casas e prédios, também estando presente no solo. A
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partir das excretas, as leveduras ficam suspensas no ar e podem entrar em contato com
0s humanos por inalacdo causando doencgas como, por exemplo, meningite criptocécica,
que causam infeccdo do sistema nervoso central (SNC), sendo que, portadoras do virus
HIV que desenvolvem AIDS (Sindrome da Imunodeficiéncia Humana) estdo mais
propensos, devido o comprometimento de sua resposta imune (LIN; HEITMAN 2006,
LI; MODY 2010).

4. PROSPECCAO TECNOLOGICA

4.1 METODOLOGIA

Este estudo prospectivo foi realizado por meio de uma busca de artigos nas bases
dos periddicos SCIELO, SCOPUS e WEB OF SCIENCE, e de patentes nas bases
Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI), Escritério Europeu de Patentes
(EPO) e na base Escritorio Norte-americano de Marcas e Patentes (USPTO). A busca
foi realizada em Fevereiro de 2018 para artigos publicados no periodo de 2009 a 2018 e
para os pedidos de patentes ndo foi delimitada restricdo de tempo.

O levantamento iniciou-se com a busca de artigos utilizando as palavras-chave
“Film AND TiO,” e “Thin Film and TiO,” delimitadas ao campo “titulo, resumo e
palavras-chave”, em seguida, foram adicionadas a pesquisa as palavras-chave PANI,
CTAB, Antimicrobial e Antifungal resultando nas seguintes combinacdes de palavras

mostradas na Tabela 5.

Tabela 5: CombinacGes de palavras-chave utilizadas para busca nos bancos de dados de

artigos e patente.

PALAVRAS-CHAVE

Film AND TiO,"

Thin Film AND TiO,

Thin Film AND TiO, AND PANI?

Thin Film AND TiO, AND PANI AND Antimicrobial
Thin Film AND TiO, AND PANI AND Antifungal
Thin Film AND TiO, AND CTAB?
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Thin Film AND TiO, AND CTAB AND Antimicrobial

Thin Film AND TiO, AND CTAB AND Antifungal

Thin Film AND TiO, AND PANI AND CTAB

Thin Film AND TiO, AND PANI AND CTAB AND Antimicrobial
Thin Film AND TiO, and PANI AND CTAB AND Antifungal

1- Titanium dioxide 2- Polyaniline 3- Cetyltrimethylammonium Bromide

Fonte: Autoria propria (2018)

Durante a busca as palavras-chave TiO; (Titanium dioxide), PANI (Polyaniline)
e CTAB (Cetyltrimethylammonium Bromide) foram pesquisadas em forma de sigla e
também em sua nomenclatura completa. Os resultados foram analisados e excluidos os
artigos que se repetiam, o restante foi somado a fim de se obterem o numero de artigos
resultantes da pesquisa.

O banco de dados da SCIELO é um banco latino-americano e a pesquisa foi
realizada colocando as palavras-chave em inglés, portugués e espanhol. Os resultados
foram somados e excluidos os repetidos.

O levantamento realizado para as patentes na INPl e USPTO foram delimitadas
no campo “resumo” e, para EPO, no campo “Titulo ou Resumo” utilizando as palavras
da Tabela 11. O INPI é uma base Nacional, portanto, as palavras usadas na busca foram
em portugués. Nas demais pesquisas de patente, utilizaram-se as palavras na lingua

inglesa.

4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.2.1 ANALISE DOS ARTIGOS PUBLICADOS

Os numeros de artigos encontrados com as palavras-chave escolhidas estdo
discriminados na Tabela 6. Foram pesquisados os termos combinados originando
combinag0es de duas ou mais palavras-chaves e as buscas forem delimitada aos campos

de “titulo, resumo e palavras-chave”.
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Tabela 6: Numero de artigos encontrados com combinagfes de palavras-chave nos
bancos de dados da Scielo, Scopus e Web of Science, no periodo de 2009 a 2018.

PALAVRAS-CHAVE SCIELO SCOPUS WEB OF
SCIENCE

Film and TiO, 51 15893 45758
Thin Film AND TiO, 13 6468 14714
Thin Film AND TiO,and PANI 0 59 129
Thin Film AND TiO, AND PANI AND 0 0 0
Antimicrobial
Thin Film AND TiO, AND PANI AND 0 0 0
Antifungal
Thin Film AND TiO, AND CTAB 0 7 21
Thin Film AND TiO, AND CTAB AND 0 1 1
Antimicrobial
Thin Film AND TiO, AND CTAB AND 0 0 0
Antifungal
Thin Film AND TiO,and PANI AND CTAB 0 0 0
Thin Film AND TiO, and PANI AND CTAB 0 0 0
AND Antimicrobial
Thin Film AND TiO, and PANI AND CTAB 0 0 0
AND Antifungal

1- Polyaniline 2- Titanium dioxide 3- Cetyltrimethylammonium Bromide
Fonte: Autoria propria (2018)

Os artigos encontrados na busca de trés ou mais palavras-chave foram somados
e totalizaram 218 artigos divididos entre as trés bases, onde 151 foram encontrados na
WEB OF SCIENCE, 67 na SCOPUS e 0 na SCIELO. Do total de 218, repetiam-se 44
artigos entre as bases. Os resumos dos 174 artigos restantes foram analisados e, com
isso, 168 artigos que ndo estavam relacionados com atividade antimicrobiana e 3 artigos
de revisdo foram excluidos. Na base SCIELO foram encontradas um total de 64 artigos
para as palavras-chave “Film and TiO,” ¢ “Thin Film and TiO,”. O resumo dos 64
artigos foram analisados e somente 1 artigo estava relacionado a atividade
antimicrobiana, o restante foi excluido.

Ao final desse processo restaram 4 artigos que estdo relacionados com aplicagéo
antimicrobiana. Esses artigos foram submetidos a um processo de triagem e foi
verificada a técnica de formacdo do filme, materiais utilizados na formacéo dos filmes,

técnicas de caracterizacdo utilizadas, método adotados para o desenvolvimento dos
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testes antimicrobianos e espécies utilizadas nos testes antimicrobianos. Ao final do
processo, restaram 3 artigos (Tabela 7) que tratam de filmes finos para aplicacGes
antimicrobianas e que serdo mais detalhadamente analisados e descritos no decorrer

desta prospeccao.

Tabela 7: Referéncias e titulo dos artigos publicados.

Referéncia Titulo do artigo publicado

Dvoracek et al., 2009. Antimicrobial behavior of polyelectrolyte — surfactant thin
film assemblies.
Farias et al., 2014. Development and characterization of multilayer films of
polyaniline, titanium dioxide and CTAB for potential
antimicrobial applications.
Badran, Hussain, Ajeel, Nonlinear characterization of conducting polymer and
2016. electrical study for application as solar cells and its
antibacterial activity.

Fonte: Autoria prépria (2018)

No ano de 2009, o artigo “Antimicrobial behavior of polyelectrolyte — surfactant
thin film assemblies” foi publicado por Dvoracek e colaboradores. Neste estudo, os
autores utilizaram um surfactante (CTAB) e um polimero sintético (PAA) na formacao
do filme fino e foi averiguado crescimento do filme, a microestrutura e a eficacia
antimicrobiana. Os fatores que foram analisados para avaliar a eficacia antimicrobiana
foram: nimero de bicamadas, concentracdo antimicrobiana, temperatura de incubacao,
quimica e tempo de espera ap06s a deposicdo. A eficacia dos filmes € mais forte com
mais bicamadas, temperaturas de teste mais baixas e quando se utiliza poli (cloreto de
dialildimetilaménio) (PDDA) em combinacdo com CTAB nas camadas cationicas.

Em seu trabalho, Dvoracek e colaboradores utilizaram a técnica de formacéo do
filme Layer-by-Layer, que é uma técnica de automontagem que consiste na interagéo
eletrostatica de moléculas de cargas opostas compondo filmes com camadas catidnicas e
aniodnicas adsorvidas alternadamente sobre substratos sélidos. Eles usaram o0 CTAB na
camada cationica e PAA na camada anidnica. Para formacdo do filme o substrato de
polimero nédo carregado (discos de PET) foi carregado negativamente por tratamento

corona que oxida a superficie polimérica proporcionando uma melhorar adesdo
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catiénica. O substrato, ap6s um processo de limpeza, foi mergulhado em cada solugéo
por 5 minutos, com subsequentes imersées de um minuto em cada. Entre cada camada,
o filme foi enxaguado com agua deionizada, seco com ar e armazenado num exsicador
antes do teste. Os filmes formados foram CTAB/PAA e PDDA + CTAB/PAA.

Os autores realizaram teste contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli e
avaliaram os filmes quanto a sua composi¢do, nimero de bicamadas, temperatura de
teste e longevidade dos filmes. Em relacdo a composicdo do filme, o PDDA foi
adicionado com a finalidade de melhorar a uniformidade do filme fazendo com que as
moléculas do CTAB estejam mais facilmente espalhadas por todo filme LbL, gerando
uma taxa maior no crescimento da espessura do filme e eficacia antimicrobiana. Quanto
ao numero de bicamadas foram testados filmes de 10 e 20 bicamadas e observaram que
filmes de 10 bicamadas com PDDA apresentaram maior zona de inibicdo. Ao averiguar
variadas temperaturas nos testes, conclui-se que a acdo bacteriana foi mais eficaz a
temperaturas baixas e em relacdo a longevidade, o filme é eficaz por um periodo de 4 a
6 dias de atividade apds exposicdo continua a bactérias saudaveis. A Tabela 8 apresenta
as técnicas de formacao, substrato utilizado, arquitetura, nUmeros de camada dos filmes

e espécies utilizadas nos testes antimicrobianos por Dvoracek e colaboradores (2009).

Tabela 8: Técnicas de formacdo, substrato utilizado, arquitetura, nimeros de camada
dos filmes e espécies utilizadas nos testes antimicrobianos por Dvoracek e
colaboradores (2009).

L Espécies utilizadas nos testes
Técnica  Substrato

f antimicrobianos
de utilizado  Arquitetura NITET 0l
~ . camadas
formaca na dos filmes -
~ utilizadas _ -
odo formacéo testados Bactéria Bactéria
- - no teste
filme do filme Gram- Gram- Fungos
positiva negativa
CTAB’/
1 Discos de PAA*e 10 .
LbL PET? PDDAS + bicamadas S. aureus E. coli N.E.
CTAB/PAA
1. Layer-by-Layer 2. Poli (tereftalato de etileno) 3. Brometo de cetiltrimetilaménio

4. Poli (&cido acrilico) 5. Poli (cloreto de dialildimetilam6nio  N.E.: Nenhum encontrado.
Fonte: Autoria prépria (2018)
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No segundo artigo, Farias et al. (2014) publicaram o artigo “Development and
characterization of multilayer films of polyaniline, titanium dioxide and CTAB for
potential antimicrobial applications”. Os autores neste estudo utilizaram na formacao
do filme fino um polimero (PANI) e um material ceramico (o TiO, que é um material
semicondutor do tipo 6xido metélico), com a finalidade de melhorar a dispersdo do
material ceramico e aumentar o potencial antimicrobiano foi utilizado um surfactante
(CTAB) na formacdo do filme. Foi avaliada a influéncia da deposicdo dos materiais
imobilizados na forma de filme fino e dos meios para dispersao ceramica.

Neste trabalho os autores também utilizaram a técnica LbL para producéo dos
filmes. Esta técnica, além de formar o filme por interacdes eletrostatica, também possui
outras formas de interacéo, tais como, forcas de Van Der Waals, ligaces de hidrogénio,
forcas dispersivas ou de London. Diante da variedade de interacdes que podem ocorrer
entre os materiais pela técnica LbL, Farias e colaboradores (2014) usaram na formacéo
dos filmes finos dois compostos cationicos, a PANI e o CTAB, o TiO, foi disperso na
solucdo de PANI ou na solucdo de CTAB dependendo da arquitetura do filme a ser
formado. O substrato de vidro foi imerso nas solucGes alternadamente por 5 min e a
cada monocamada depositada o substrato foi enxaguado e seco sob fluxo suave de No.
A solucédo contendo o TiO, disperso foi submetido a agitacdo manual antes da imerséo
do substrato. A arquitetura dos filmes formados foram PANI(TiO,)/CTAB,
PANI/CTAB(TIO,), CTAB(TiO,)/PANI e CTAB/PANI(TIO,).

Farias e colaboradores (2014) ao realizar os testes verificaram variaveis, tais
como, numero de bicamadas dos filmes LbL (10 e 20 bicamadas), e meio de dispersao
no TiO, (PANI ou CTAB) para o filme onde o CTAB estd na camada mais externa
(PANI/CTAB). Os testes foram realizados contra bactérias S. aureus e foi observado
que o filme de 20 bicamada mostrou uma zona de inibicdo total do crescimento da S.
aureus para o filme onde o TiO, estava disperso na solucdo de PANI na arquitetura
PANI(TiO,)/CTAB. Os filmes mostraram integridade estrutural mesmo apds o contato
com a superficie Umida do agar que pode ser observado quando o filme foi removido de
uma placa de agar ap6s um primeiro teste antimicrobiano e colocado em outra placa
inoculada, mantendo o filme visivelmente intacto e sem qualquer variagdo em sua
atividade antibacteriana. A Tabela 9 apresenta as técnicas de formacgdo, substrato
utilizado, arquitetura, nimeros de camada dos filmes e espécies utilizadas nos testes

antimicrobianos por Farias e colaboradores (2014).
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Tabela 9: Técnicas de formacdo, substrato utilizado, arquitetura, nimeros de camada
dos filmes e espécies utilizadas nos testes antimicrobianos por Farias e colaboradores
(2014).

Substrato ; Espécies utilizadas nos testes
o . ) NUmero de L .
Técnicade utilizado  Arquitetura antimicrobianos
) camadas
formacao na dos filmes — —
utilizadas  Bacteria  Bactéria
do filme formacao testados
no teste Gram- Gram- Fungos
do filme .. .
positiva  negativa
LbL* Substrato  PANI*(TiO,) 2
de vidro 3 _ N.E. S. aureus N.E.
. bicamadas
CTAB

1. Layer-by-Layer 2. Polianilina 3. Dioxido de titdnio 4. Brometo de cetiltrimetilaménio
N.E.: Nenhum encontrado.

Fonte: Autoria propria (2018)

O ultimo artigo selecionado apds a triagem da pesquisa foi publicado por
Badran, Hussain e Ajeel (2016) com titulo de “Nonlinear characterization of
conducting polymer and electrical study for application as solar cells and its
antibacterial activity”. Neste estudo um polimero (POMA) foi utilizado na formacao de
um filme e suas propriedades Opticas e elétricas foram estudadas com finalidade de
aplicacdo em células solares e foi avaliada a atividade antibacteriana deste filme fino.

Os autores utilizaram a técnica spin coating para formacdo do filme. A palavra
spin significa rotagdo e esta técnica consiste em depositar gotas da solucéo de interesse
sobre um substrato que estd em movimento de rotacdo. Os autores depositaram POMA
em substratos de vidro pelo método de revestimento por rotacdo com diferentes
velocidades 1000 rpm, 2000 rpm, 3000 rpm, 4000 rpm e 5000 rpm resultando em filmes
com espessura 124,5 nm, 87,66 nm, 74 nm, 72 nm e 35 nm, respectivamente.

Foi realizado também a atividade antimicrobiana de POMA por ensaio de
difusdo em discos de &gar onde pocos foram preenchidos com 30 pL na concentracgao de
50 mg/mL e foram testados contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas como
mostrado na Tabela 10. A maior zona de inibicdo foi observada contra E. coli e a zona
minima de inibicdo foi contra S. pyogenes.
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Tabela 10: Técnicas de formacgdo, substrato utilizado, arquitetura dos filmes,
concentracdo e espécies utilizadas nos testes antimicrobianos por Badran, Hussain e
Ajeel (2016).

Substrato Espécies utilizadas nos testes
Técnicade utilizado Arquitetura Concentraca antimicrobianos
formacao na dos filmes o utilizada — —
Bacteria Bacteria
do filme  formacéo testados no teste
Gram- Gram- Fungos
do filme .. .
positiva negativa
Pocos com E.coli, K.
) S.aureus e e
Spin Substrato L 30 hL na pneumoniae
) ) POMA 3 S. -
coating de vidro concentragao ) eP.
pyogenes 4
de 50 mg/mL mirabilis
1. Poli (o- metoxianilina) 2. Streptococcus pyogenes 3. Klebsiella pneumoniae

4. Proteus mirabilis
Fonte: Autoria propria (2018)

Diante de todo o contexto apresentado é possivel afirmar que polimeros (PAA,
PDDA, POMA e PANI), surfactantes (CTAB) e material ceramico (TiO;) podem estar
associados na forma de filmes finos e ser fabricados para combater microrganismos, tais
como bactérias. Vale resaltar que nenhum trabalho foi encontrado na pesquisa sobre
filmes finos com aplicagdo contra fungos, mostrando a inovacgdo do trabalho proposto
aqui, tanto no que se refere a sua aplicacéo quanto aos materiais empregados.

4.2.2 ANALISE DAS PATENTES DEPOSITADAS

Atualmente os estudos referentes a prospeccéo tecnoldgica tém aumentado com
0 intuito de verificar as tendéncias de crescimento e interesse em aplicacBes de
determinados produtos. Segundo Santana et. al. (2014), a prospeccao consiste em tentar
antecipar os avancos e posicionar de modo a influenciar a orientagdo das trajetorias
tecnoldgicas, ou seja, lancar-se a frente e garantir a competitividade das instituicGes de

pesquisa e as necessidades dos pacientes.
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A pesquisa sobre patentes foi efetuada em trés bases Espacenet, USPTO e INPI.

Primeiramente a busca foi realizada pelas palavras-chave descrita na Tabela 11 e em

seguida, discutida levando em consideracdo o nimero de patentes encontradas em cada

base.

Tabela 11: NUmero de patentes depositadas por Base.

PALAVRAS-CHAVE INPI EPO USPTO
Thin Film AND Antimicrobial coating 0 0
Thin Film AND Antibacterial coating 0 3
Thin Film AND Antifungal coating 0 0

Fonte: Autoria propria (2018)

Foram encontradas somente trés patentes com as palavras-chave “Thin Film

AND Antibacterial coating” para a base EPO. Na Tabela 12 est&o descritas as principais

informacBes e um resumo das duas patentes encontradas com filme finos aplicados

como revestimentos antimicrobianos.

Tabela 12: Principais informacdes das 3 patentes encontradas na EPO.

NUmero de

Inventor / Ano C s Produto Aplicacéo Resultado
publicacéo
Filme fino a
base de
materiais Boa propriedade
DUAN CN104558663  degradaveis de Revestimento antibacteriana e
JIUFANG, 2015 (A) polimero natural  antibacteriano -
. degradabilidade
e de materiais
degradaveis
sintéticos
Um excelente
Implante de liga efeito
LIU PENG & Liga de titénio de titdnio que  antibacteriano que
ZHAO CN104357814 conten_do um pode atuar nos pode ser
YONGCHUN, A) re\{estlme_nto campos de alcancado com~
2015 antibacteriano reparo e uma concentragdo
regeneracéo de de efeito
tecido 6sseo. relativamente

baixa

Classificagédo
internacional
B65D65/38
C08J5/18
C08J7/04
C08J7/12
C08K5/053
CO08L3/02
C08L67/02
C08L67/04

AG61L.27/06;
A61L27/28,;
AG61L27/54,
B22F9/24;
B82Y40/00;
C23C18/42
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Filme de

bt i COBI7/04;

ZENG coEtendo C08K3/08;
CN106832379 ( . . Conservacao de C08L67/04;

XIAODAN, et ingredientes : -

al, 2017 &y antibacterianos LT C09D4/02;

| naturais C09D4/06;
C09D5/14

Fonte: Autoria propria (2018)

A patente cujo inventor é Duan Jiufang (2015) foi classificada nas se¢Ges B e C
e nas classes 65 e 08, resultando nos cddigos B65 e C08. A secdo B diz respeito a
Operacdes de desempenho e transporte e a secdo C esta relacionada Quimica e
Metalurgia, as classes 65 e 08 dizem respeito ao transporte; embalagem;
armazenamento; manuseamento de matéria fina ou filamentar e a Compostos
macromoleculares organicos; sua preparacdo ou trabalho quimico; composicdes a base,
respectivamente. A patente de Liu Peng & Zhao Yongchun (2015), além de ser incluida
nas mesmas secdes (B e C) da patente de Duan Juifang, também foi classificada na
secdo A que diz respeito Necessidades Humanas. Na secdo A foi inserida somente a
uma classe, a 61 que se trata de Ciéncia médica ou veterinaria, e higiene. Na secdo B foi
incluida a duas classes, a Peca de fundicdo; metalurgia do p6 (22) e a Nanotecnologia
(82). Na secdo C faz parte da classe 23 se trata de Material metalico de revestimento;
material de revestimento com material metalico. A patente que foi depositada mais
recente de Zeng Xiaodan e colaboradores (2017) esté incluida somente na secdo C nas
classes 08, assim como na patente de Duan Juifang (2015), e 09 que inclui corantes;
pinturas; polidores; resina natural; adesivos; composic¢@es validas; aplicacdes validas de
materiais.

As patentes encontradas juntamente com o resultado da busca de artigos, de uma
forma geral, mostraram que os filmes finos para aplicagbes em revestimentos

antimicrobianos ainda sdo poucos explorados, apesar de sua relevancia.

4.3 CONCLUSAO

Os dados apresentados nos mostraram um total trés artigos que tratam de filmes

finos para aplicagdes antimicrobianas, e nestes estudos os testes foram realizados


https://worldwide.espacenet.com/publicationDetails/biblio?DB=EPODOC&II=0&ND=3&adjacent=true&locale=en_EP&FT=D&date=20170613&CC=CN&NR=106832379A&KC=A
https://worldwide.espacenet.com/publicationDetails/biblio?DB=EPODOC&II=0&ND=3&adjacent=true&locale=en_EP&FT=D&date=20170613&CC=CN&NR=106832379A&KC=A
https://worldwide.espacenet.com/publicationDetails/biblio?DB=EPODOC&II=0&ND=3&adjacent=true&locale=en_EP&FT=D&date=20170613&CC=CN&NR=106832379A&KC=A
https://worldwide.espacenet.com/publicationDetails/biblio?DB=EPODOC&II=0&ND=3&adjacent=true&locale=en_EP&FT=D&date=20170613&CC=CN&NR=106832379A&KC=A
https://worldwide.espacenet.com/publicationDetails/biblio?DB=EPODOC&II=0&ND=3&adjacent=true&locale=en_EP&FT=D&date=20170613&CC=CN&NR=106832379A&KC=A
https://worldwide.espacenet.com/publicationDetails/biblio?DB=EPODOC&II=0&ND=3&adjacent=true&locale=en_EP&FT=D&date=20170613&CC=CN&NR=106832379A&KC=A
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somente contra bactérias. Na busca de patentes depositadas foram encontradas trés
patentes que confirmam o potencial dos filmes finos para aplicacfes em revestimentos
antibacterianos, entretanto nao existem trabalhos que envolvam filmes para
revestimentos que contra fungos patogenos.

Esta pesquisa nos mostrou que filme fino para aplicacdo em revestimentos
antimicrobianos é uma area em desenvolvimento, ainda pouco explorada, porém com

grande potencialidade para varios estudos.
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RESUMO

Os filmes Layer-by-Layer (LbL) foram desenvolvidos para maltiplas aplicacdes,
incluindo revestimentos funcionais com atividade antimicrobiana. No entanto, o efeito
deste tipo de material contra fungos ainda ndo é conhecido. Neste trabalho, descrevemos
0 desenvolvimento de filmes de LbL com base em Polianilina (PANI), Titanato
Nanotubos (TiNTs - Na,Ti3O;) e Brometo de Cetiltrimetilamoénio (CTAB) para
aplicacbes em revestimentos antifangicos. Os filmes LbL desenvolvidos foram
caracterizados por Voltametria Ciclica (VC), Espectroscopia na regido UV-Visivel
(UV-Vis), Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e Microscopia de Forga
Atdmica (MFA). Por UV-Vis, observou-se um efeito interessante: dependendo do meio
de dispersdo de TINT, o crescimento dos filmes diferiu consideravelmente.
Especificamente, no caso dos filmes PANI (TiNTs)/CTAB, observou-se uma curva de
crescimento muito diferente, levando a uma absorbancia consideravelmente maior do
que as demais arquiteturas de filmes testadas. A morfologia do filme contendo 20
bicamadas de PANI (TiNTs)/CTAB sugeriu um padrdo de distribuicdo uniforme de
TiNTs no filme, provavelmente devido ao efeito anfifilico de CTAB. Este filme
também mostrou excelente atividade contra os fungos Cryptococcus neoformans
(ATCC 28957 e ATCC 28958), mostrando grandes zonas de inibicdo. O material
desenvolvido neste trabalho é um excelente candidato para o revestimento de tubos de
ar condicionado, pois, além da atividade antifingica, também agrega as propriedades
anticorrosivas e purificadoras de ar presentes em PANI e TiNTSs.

palavras-chave: Layer-by-Layer; Polianilina; Titanato Nanotubos; Antifungico.

1. INTRODUCAO

Os fungos sdo na sua maioria seres discretos e podem ser encontrados habitando
ambientes diversos. Poucas espécies de fungos séo suficientemente virulentas para
serem considerados patdgenos primarios. Essas espécies sdo geralmente encontradas no
solo ou parasitando plantas. A literatura relatou a presenca de fungos patogénicos nas

fezes de alguns passaros, como aves de rapina, aves migratorias e pombos, sugerindo
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que esses animais sdo portadores e potencialmente responsaveis pela propagacao de
infeccdes causadas por fungos [1].

Fungos do género Cryptococcus sp. estdo entre os principais agentes etiologicos
de infeccbes invasivas em individuos imunocomprometidos [2], no entanto
ocasionalmente também podem causar doencgas em individuos saudaveis. Cryptococcus
neoformans sdo capazes de colonizar uma variedade de superficies, tais como
dispositivos médicos (cateteres, proteses, etc.), incluindo ambientes extrinsecos, tais
como tubos de ar que podem ser contaminados apos a deposicdo de matéria fecal de
aves infectadas [3,4]. Assim, a prevencdo de infec¢cbes microbianas por revestimento
com filmes finos antimicrobianos de superficies suscetiveis a contaminagdo por esses
microrganismos aparece como uma boa estratégia. Neste contexto, a nanotecnologia
destaca-se por proporcionar beneficios potenciais para a saude humana, incluindo a
contribuicdo no desenvolvimento de novos materiais para aplicacdes em revestimentos
multifuncionais [5, 6]. O estudo deste tipo de material tem vindo a ganhar destaque
devido a uma série de possibilidades, incluindo aplicacbes em revestimentos
antimicrobianos, antifingicos e revestimentos anticorrosivos [6, 7].

O desenvolvimento de filmes finos nanoestruturados é uma alternativa atrativa,
pois incorpora além da atividade antimicrobiana, outras propriedades ao material de
revestimento. Os filmes finos tém a possibilidade de auto-organizacdo molecular,
dependendo da técnica especifica e dos materiais utilizados [8]. Além disso, estes filmes
podem ser aplicados como revestimentos de superficie [6,9] no desenvolvimento de
sensores [10] e em aplica¢des na industria médica [11].

A técnica de automontagem Layer-by-Layer (LbL) é um método promissor para
a producdo de filmes finos. Os filmes podem ser constituidos por diversos tipos de
materiais, incluindo polimeros condutores, polissacarideos, ceramicas, proteinas,
corantes, argilas, entre outros [12-14]. A técnica LbL se destaca principalmente devido
ao baixo custo e simplicidade experimental. Esta técnica também facilita as interagGes a
nivel molecular entre diferentes materiais, o0 que pode melhorar as propriedades
existentes ou mesmo gerar novas caracteristicas nesses materiais compostos [15].

A polianilina (PANI) é um polimero intrinsecamente condutor que tem sido
utilizado na producgdo de filmes de LbL e é amplamente investigado por eletroatividade,
facilidade de sintese, estabilidade quimica, compatibilidade ambiental, baixo custo de

producéo e protecdo contra corrosdo [16-18]. Varias aplicacbes foram propostas para
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filmes LbL contendo PANI intercalados com outros materiais, por exemplo em sensores
eletroquimicos [10, 19], capacitores [20], baterias recarregaveis [21] e filmes
antibacterianos [22].

Os nanotubos de titanato de sodio (TiNTs-Na,TisO;) sdo um material
interessante a ser intercalado com PANI, uma vez que apresenta excelente transporte de
carga, grande area de superficie, boa resisténcia mecénica, estrutura altamente ordenada,
alta porosidade, alta atividade fotocatalitica e baixo custo de sintese [23,24 ]. Devido
essas propriedades, as TiNTs foram aplicadas em células solares, sensores de gas,
agentes fotocataliticos, purificadores de ar e &gua e até mesmo em implantes
ortopédicos e implantes liberadores de drogas [25-29].

Com o auxilio de suas propriedades anfifilicas, o CTAB (um surfactante
altamente carregado) pode auxiliar na producdo de filmes LbL [30]. Assim, é capaz de
melhorar a dispersdo de materiais ndo soliveis em meios aquosos. Além disso, possuli
atividade antibacteriana [31] e antiflngica inerente [32]. ApoOs a interacdo com a
membrana celular de bactérias ou fungos, o CTAB pode causar o dano da mesma, com
consequente extravasamento do material intracelular, causando morte celular [30,33].

Usando a técnica LbL, é possivel combinar esses materiais em um nivel
molecular, ou seja, combinando as propriedades CTAB com as de PANI e TiNTs. O
objetivo do presente trabalho foi o desenvolvimento de filmes LbL contendo a PANI
intercalado junto com TiNTs e CTAB. Este ultimo foi utilizado para melhorar a
dispersdo do material ceramico no filme e para melhorar a atividade antimicrobiana.
Finalmente, avaliamos a atividade antifungica do filme contra diferentes estirpes do

fungo Cryptococcus neoformans.

2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

2.1 Materiais

O CTAB foi adquirido comercialmente (Sigma-Aldrich) e usado como recebido.
A PANI foi obtido na forma de base de esmeralda atraves de sintese quimica [16].
Todas as solugdes foram preparadas com agua ultrapura (NANOpure Ultrapure Water
System). O acido cloridrico (HCI) (Aldrich), hidréxido de sédio (NaOH) (Aldrich) e

outros reagentes utilizados foram de pureza analitica e foram utilizados como recebidos.
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O processo de sintese de TiNTs baseou-se no método hidrotérmico alcalino,
desenvolvido por Kasuga et al, 1998. A sintese foi realizada num reator de teflon de 100
mL, revestido por um recipiente de aco inoxidavel. Adicionou-se uma massa de 0,5 g do
precursor (TiO, Anatase) em 50 mL de NaOH 10 mol/L™ e submeteu a suspensdo a
uma temperatura de 180 ° C durante 24 h. Apés este tempo, o material foi lavado com
agua purificada para remover o excesso de ions de Na * e centrifugado a 3600 rpm até
atingir um pH de cerca de 10. No final deste processo, o material obtido foi seco em um

dessecador a vacuo.

2.2 Solucdes utilizadas na preparacao de filmes

A solucdo PANI foi preparada como descrito anteriormente [22]. A solucédo de
CTAB foi preparada em HCI (pH 2,86) a uma concentracao de 0,5 g/L. Para a formagéo
dos filmes, os TiNTs foram dispersos na solu¢cdo PANI ou CTAB na concentracdo de 10
mg/mL, como mostrado na Figura 1. O potencial zeta das solu¢cbes PANI e CTAB foi
obtido por mobilidade eletroforética (Zetasizer Nano ZS90 Malven Instruments) usando

um laser de 633 nm com um angulo de 90 °.

2.3. Preparacdo dos filmes Layer-by-Layer

A preparacdo de filmes LbL baseou-se nas interacfes secundérias resultantes
entre as solucdes policatibnicas PANI e CTAB. A Figura 1 esquematiza o processo de
preparacdo de um filme de bicamada PANI (TiNTs)/CTAB. Para a adsorcdo deste
filme, o substrato previamente limpo [35] foi inicialmente imerso e mantido durante 5
min na solugdo PANI contendo TiNTSs. Posteriormente, o sistema foi lavado em solugao
de HCI (pH 2,86) para remover o material ndo adsorvido no substrato. A pelicula
monocamada PANI (TiNTs) formada no substrato foi entdo imersa na solucdo de
CTAB, também durante 5 minutos, e depois lavada em solugdo de HCI (pH 2,86).
Finalmente, obteve-se um filme bicamada PANI (TiNTs)/CTAB. A repeticdo deste
processo torna possivel a obtencdo de um filme contendo o numero desejado de
bicamadas. E importante notar que cada passo de lavagem foi seguido por um passo de
secagem com gas N e que a solucdo contendo os TiNTSs foi agitada manualmente antes

da imersdo do substrato.
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Figura 1. Esquema de preparagéo do filme LbL PANI(TINTs)/CTAB.

Para melhor investigar o sinergismo entre os materiais de interesse, prepararam-
se filmes de monocamada e bicamada, com duas arquiteturas diferentes: PANI/CTAB
(sequéncia 01) e CTAB/PANI (sequéncia 02). Ambas as sequéncias foram preparadas
na presenca dos nanotubos, variando o meio de dispersdo (solu¢cdo PANI ou CTAB),
constituindo  os  seguintes  filmes: PANI/CTAB, PANI(TINTSs)/CTAB,
PANI/CTAB(TiNTs), CTAB/PANI, CTAB(TiNTs)/PANI e CTAB/PANI(TiNTS).

2.4 Caracterizacdo TiNTs

Os TiNTs foram caracterizados por difragdo de raios X (XRD), espectroscopia
Raman e Microscopia Eletrénica de Transmissao (TEM). A estrutura dos nanotubos foi
analisada por DRX usando Shimadzu, LABX-DRX 6000, Cu-Ko (A = 1.5406 A) e
monocromador de grafite. Todas as medidas foram realizadas no intervalo de 5° a 80°,
com uma taxa de varredura de 2° min™. A espectroscopia Raman foi utilizada para
identificar os modos vibracionais caracteristicos das estruturas sintetizadas usando um

espectrometro Bruker Senterra com um microscépio Olympus BX50 e um
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monocromador conectado a um dispositivo acoplado por carga. Foi utilizada uma
resolucdo de 3 cm™, laser a 532 nm e poténcia de saida de 5mW. O MET foi utilizado
para determinar a morfologia dos nanotubos como sintetizados. As imagens MET foram
obtidas por um microscopio FEI TECNAI G2S-Twin, operando a 200 KV, com uma

camera CCD Gatan e um filamento LaB6.
2.5 Caracterizacao de filmes LbL

Todos os filmes produzidos foram caracterizados pela técnica de voltametria
ciclica (VC). Os voltamogramas ciclicos foram obtidos com um modelo de
potenciostato/galvanostato  PGSTAT 128N (Metrohm Pensalab) e uma célula
eletroquimica de 20,0 mL. Como eletrodo de referéncia, utilizou-se o eletrodo de
calomelano saturado (ECS) e, como eletrodo auxiliar, uma placa de platina com area de
2,0 cm?. O filme automontado em ITO (lamina de vidro revestido com 6xido de estanho
dopado com indio) com &rea de 0,35 cm? foi usado como eletrodo de trabalho. Como
eletrélito de suporte utilizou-se 0,1 mol/L™* HCI e as medidas foram obtidas a uma
temperatura de 24 ° C.

A espectroscopia UV-Visible foi empregada para investigar a cinética de
formacdo de filmes, variando de 2 a 20 bicamadas. Para tais medidas, utilizou-se um
espectrofotdbmetro Shimadzu UV-1800. Para os estudos espectroscopicos, os filmes
foram automontados em vidro comum em vez de ITO.

A anélise morfoldgica dos filmes foi realizada por Microscopia Eletrénica de
Varredura (SEM) e Microscopia de Forca Atdmica (MFA). Para a analise SEM,
utilizou-se um modelo Quanta FEG 250 FEI, com tensdo de aceleracdo de 1 a 30 kV,
equipado com o modelo Ametek - modelo HX-1001 (detector Apollo X-SDD). As
amostras foram revestidas com Au no metalizador, Quorum - modelo Q150R, por 30s, a
20 mA, e plasma gerado sob atmosfera de argon.

A caracterizacdo por Microscopia de Forga Atémica (MFA) foi realizada usando
um microscopio TT-MFA (MFA WORKSHOP, CA, EUA) em modo vibratério no ar.
As imagens foram coletadas com resolugdo de 512 pixels e em areas de 15,0 x 15,0 pm
e 4,0 x 4,0 um. Pelo menos trés areas diferentes foram examinadas e foram processadas

pelo software Gwyddion 2.39.
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2.6 Efeito antifungico do filme com 20 bicamadas de PANI (TiNTs)/CTAB

A atividade antifungica do filme LbL foi avaliada contra C. neoformans ATCC
28957 e C. neoformans ATCC 28958 pre-incubados a 35 + 2 ° C durante 48 horas em
agar Sabouraud, de acordo com diretrizes de [36]. Para este fim, utilizamos um inéculo
de coldnias isoladas da cultura anterior. Foram diluidos fragmentos de col6nias em
NaCl estéril de 0,85% para atingir uma absorbancia equivalente a 0,5 na escala
McFarland (1-5 x 106 UFC/mL) a 530 nm. A suspensao foi diluida e semeada com
esfregacos estéreis em placas de Petri contendo agar Sabouraud e depois as laminas
(previamente esterilizadas por luz ultravioleta por 30 min), contendo ou néo filmes LbL,
foram depositadas na superficie de agar [22]. Apds este procedimento, as placas foram
incubadas a 35 + 2 ° C durante 48-72 horas em condi¢6es aerdbicas apds incubacgédo das
placas foram observadas e fotografadas verificando-se a presenca ou ndo de halos de
inibic&o.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizagdo de TiNTs

As estruturas cristalinas de dioxido de titanio envolvidas na sintese de nanotubos
incluem anatase (precursor), que Zhang e Banfield (2000) [53] mostraram ser a mais
estavel das trés fases, com um tamanho de particula menor que 11 nm. A Figura 2
mostra o difratograma de raios X (Figura 2A) e o espectro Raman (Figura 2B) para 0s
TiNTSs sintetizados e empregados neste trabalho. A Figura 2A mostra um padrdo de
difracdo caracteristico de uma estrutura nanotubular, com planos cristalograficos (200),
(110), (211) e (020) associados, respectivamente, com picos em torno de 9,4 ° em
relacdo a disténcia interlamelar; 24,3 °, referindo-se aos planos diagonais formados por
hidrogénio-lamela (TiOg); 28,4 °, referindo-se aos planos diagonais formados pela
interacdo sodio-lamela; e 48,4 °, referindo-se aos planos formados pela rede TiOg [37].
Estudos relatados por [38] indicam que esse padrdo de difracdo é caracteristico de uma
estrutura monoclinica e esta associado ao trititanato de s6dio (Na,TizO-).

O espectro Raman, Figura 2B, mostra bandas em torno de 158,6 e 193,0 cm™,

relacionadas aos modos de estiramento e rede de Na-O-Ti, respectivamente. As bandas
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em torno de 276,3, 4455 e 705,3 cm™ correspondem as vibragdes Ti-O-Ti da rede
cristalina de TiO,, enquanto a banda em torno de 901,5 cm™ esta relacionada aos
alongamentos Ti-O das ligacdes terminais com TiO, com a lamelas da estrutura tubular
[38].
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Figura 2. A) Difratograma de raios-X e B) Espectro Raman obtido para os TiNTs

sintetizados pelo método hidrotérmico alcalino.

A morfologia dos nanotubos foi confirmada por MET (Figura 3), que indicou a
formacéo de estruturas lamelares com comprimentos variando de 74 nm a 216 nm, com
um diametro externo médio de aproximadamente 12 nm e um diametro interno e 5 nm,
sugerindo que o método de sintese utilizado foi efetivo para a formacdo das

nanoestruturas propostas.
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Figura 3. MET de TiNT sintetizado a 180° C por 24 h.
3.2 Caracterizacao eletroquimica de filmes LbL contendo TiNTs

Para uma melhor compreensdo do sinergismo entre 0s materiais conjugados na
estrutura do filme LbL, procedemos pela caracterizagdo de cada polieletrolito (CTAB e
PANI) adsorvido individualmente no eletrodo ITO, tanto na presenca como na auséncia
de TiNTSs, Figuras 4A e 4B, respectivamente.

O voltamograma ciclico obtido para o ITO ndo modificado, curva preta na
Figura 4A, é caracteristico deste substrato nas condicBes aqui utilizadas (0,1 mol L™
HCI, em v =50 mV s™). Um perfil eletroquimico semelhante ao ITO foi observado para
o filme de monocamada CTAB, Figura 4A, indicando que este material ndo é
eletroativo nas condi¢es empregadas. Por outro lado, a resposta eletroquimica do filme
CTAB(TiNTs) monocamada, Figura 4A, mostrou um aumento na densidade de corrente
e 2 pares redox reversiveis (Epa1 = 0,14 V Epe1 = 0,12 V e Epaz = 0,63 V e Epe; = 0,57 V),
que pode ser atribuido a TiNTs presentes neste filme.

A Figura 4B mostra voltamogramas ciclicos para ITO modificados com uma
monocamada PANI ou PANI (TiNTs). Neste caso, a presenca de TiNTs ndo altera o
perfil eletroquimico caracteristico da polianilina [16]. Durante a varredura anddica, a
transicdo da forma de sal de leucoesmeraldina (LES) de PANI para o sal de esmeralda
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(ES) a +0,15 V (Epaz) € a conversdo do estado ES em pernigranilina base (PGB) a +0,62
V (Epa2) totalizando dois picos de oxidagdo. Na varredura catddica, dois picos de
reducéo foram observados caracterizando a mudancga de BPG para ES, a +0,57 V (Epc1)
e a transicdo de ES para LES em + 0,002V (Eyc2). Observou-se um efeito interessante
quando o TiNTs foi disperso em solucdo de PANI: a densidade de corrente obtida para
0 polimero condutor na presenca de TiNTs foi quase sete vezes superior a observada
para o filme de polimero, Figura 4B. A literatura sugere que as interacdes entre PANI e
TiO, (forma cristalina da anatase) podem levar a um aumento na porosidade do
polimero e consequentemente a uma melhoria no seu transporte de carga [22]
Acreditamos que esse mesmo comportamento pode ocorrer no caso de compdsitos de
PANI(TiNTSs), quando também preparados pela técnica Layer-by-Layer.

Na Figura 4B pode-se observar um novo processo de reducao de +0,64 V, o que
pode ser atribuido a um sinergismo entre PANI e TiNTs, semelhante ao descrito em
nosso trabalho anterior para o comportamento eletroquimico de compdsitos de
PANI/TIO, anatase [36] .
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Figura 4. Os voltamogramas ciclicos registrados (A) ITO ndo modificado e
modificados com CTAB ou CTAB(TINTS) e (B) PANI ou PANI(TiNTs) monocamada.

Em um passo posterior, PANI e CTAB foram adsorvidos em conjunto, dando
origem a filmes bicamada. Os filmes PANI/CTAB, PANI(TiNTs)/CTAB,
PANI/CTAB(TINTS), ou seja, aqueles com a PANI na camada mais interna, serdo
chamadas de sequencia 01 e os filmes CTAB/PANI, CTAB(TINTsS)/PANI e
CTAB/PANI(TINTs) serdo a sequencia 02. Nesta etapa, avaliamos a influéncia da
sequéncia de adsorcdo e do meio de dispersdo de TiNTs nos valores de densidade de
corrente registrada para esses filmes, Figura 5.

A Figura 5A mostra voltamogramas ciclicos obtidos para filmes preparados de
acordo com a sequéncia 01 de adsor¢édo, contendo ou ndo TiNT em ambos os meios de

dispersdo (solugcdo PANI ou CTAB). Neste caso, observa-se que a presenga de TiNT no
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filme promove um aumento nos valores de densidade de corrente, especialmente quando
TiNTSs foram dispersos na solu¢do PANI, Figura 5A.

A Figura 5B mostra voltamogramas ciclicos obtidos para os filmes preparados
na sequéncia 02, na presenca e auséncia de TiNTs. Para esta sequéncia de adsorcdo, 0s
nanotubos no filme CTAB (TiNTs)/PANI agiram como uma barreira no transporte de
cargas do PANI, que estava na camada mais externa, evidenciando uma menor
densidade de corrente em comparacdo com o filme de CTAB/PANI, Figura 5B. No
entanto, quando os nanotubos foram dispersos na solucdo PANI, para esta mesma
sequéncia de adsorcdo, observou-se novamente um aumento de corrente, um
comportamento semelhante ao observado para os filmes adsorvidos pela sequéncia 01,
Figura 5A. Esses resultados corroboram com as hipoteses levantadas de que 0s
nanotubos interagem melhor na cadeia de polimero condutor, facilitando o transporte de
cargas na interface eletrodo/eletrolito.

Em geral, observamos que a sequéncia de adsorcdo, bem como o meio de
dispersdo para 0s nanotubos, foram fatores importantes para 0 comportamento
eletroquimico dos filmes. Deve notar-se que os perfis eletroquimicos com os valores de
densidade de corrente mais altos foram obtidos para os casos em que os TiNTs foram
dispersos na solu¢do PANI e usando a sequéncia de adsorcéo 01.
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Figura 5. Voltamogramas ciclicos de filmes bicamadas de A) PANI/CTAB (sequéncia
01) e B) CTAB/PANI (sequéncia 02).

3.3. Caracterizacao de filmes bicamada pela espectroscopia UV-Vis

A espectroscopia ultravioleta-visivel (UV-Vis) pode ser usada para relacionar o
valor da maxima absorbancia de pico (que ocorre no comprimento de onda
caracteristico das moléculas presentes no filme) com a massa de material presente no
filme [39].

A polianilina é o Gnico material presente no filme que mostra a absor¢do no UV-
Vis. A Figura A01 (Apéndice) mostra as bandas de absorcéo da transicdo z-n* dos anéis
de benzeno, enquanto a banda a 640 nm ¢é atribuida ao n-IT * dos anéis quinoides
poliméricos condutores [40,41] Os filmes montados também apresentaram bandas na

regido de 400 e 900 nm, atribuidas as transi¢Ges polarizadas no PANI, confirmando suas
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caracteristicas condutoras [42,43]. Como a banda de absorcdo a 640 nm apareceu em
todos os estudos, isso foi usado como base para estudos da cinética de crescimento de
filmes.

A Figura 6 mostra a curva de crescimento destes filmes, isto é, a relacdo entre a
absorbancia a 640 nm e o nimero de bicamadas adsorvidas (n). A partir da analise das
curvas de crescimento na Figura 6, é possivel observar que, para os filmes em que os
TiNTs ndo estavam presentes, ou seja, os filmes PANI/CTAB e CTAB/PANI, quase
ndo houve crescimento desses filmes com passos crescentes de deposicédo (n), indicando
que os TiNTs tém um papel muito importante no crescimento e automontagem desses
filmes. Os filmes PANI/CTAB ou CTAB/PANI crescem muito pouco com 0 aumento
de n, provavelmente essas solucdes tém uma carga similar. As solucdes PANI e CTAB
apresentaram potencial zeta de + 34,4 e + 34,8 mV, respectivamente. Por outro lado, a
literatura mostrou que quando os surfactantes idnicos, como o CTAB, quando
misturados com nanoestruturas de 6xido metalico, como os TiNTSs, existe a formacéo de
hemimicelas/micelas que facilitam as interagdes com 0s mais variados tipos de
moléculas, através das interacdes que variam entre o carater hidrofilico/hidrofobico, a
ligagdo anibnica ou mesmo hidrogenada [44 e 45]. E possivel que a formagdo dessas
estruturas esteja ocorrendo no material proposto aqui, o que poderia explicar 0 aumento
das interacdes entre os polieletrdlitos PANI e CTAB.

Conforme observado pela voltametria ciclica, os resultados obtidos pela
espectroscopia UV-Vis confirmam que o melhor meio de dispersdo para TiNTs é a
solucdo PANI. Na Figura 6 pode ver-se que os filmes PANI(TINTS)/CTAB e
CTAB/PANI(TINTS), ou seja, aqueles em que os nanotubos foram dispersos no PANI,
mostraram um aumento de absorvéncia mais pronunciado em funcdo do ndmero de
adsorvidos bicamadas. Acredita-se que os TiNTs quando dispersos na solugcdo PANI e
imobilizados na forma de filme fino parecem criar um maior nimero de locais para
adsorcdo de materiais que serdo adsorvidos nas seguintes etapas, promovendo uma
melhoria na quantidade de material adsorvido em funcdo de n. Para o filme PANI
(TiINTs)/CTAB, houve um crescimento exponencial até a 162 bicamada, o que nos leva
a acreditar que, para esta configuracdo, as interacGes entre os materiais presentes no
filme sdo muito mais sinérgicas do que as outras arquiteturas, corroborando 0s
resultados obtidos por voltametria ciclica. Portanto, este filme foi escolhido para ser

usado para os ensaios antimicrobianos mostrados na Segéo 3.5.
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Figura 6. Curva de crescimento dos filmes de LbL estudados. A absorbancia obtida a

640 nm para cada duas bicamadas adsorvidas (n) foi tracada em relacdo ao numero de

ciclos de adsorcao de bicamada (n).
3.4 Caracterizacdo morfologica

As Figuras 7 e 8 mostram imagens do filme PANI (TiNTs)/CTAB 20-
bicamadas, obtidas por MEV e MFA, respectivamente. Na Figura 7A, observa-se um
padrdo granular, distribuido ao longo do filme, o que pode ser visto com mais detalhes
na Figura 7B. Esses agregados tém tamanhos e formatos diferentes e sdo derivados da
agregacao dos TiNTs dispersos na solu¢cdo CTAB. No 7C é possivel observar detalhes
desses agregados onde os TiNTs aparecem envolvidos pelo CTAB, formando
macroestruturas pontiagudas. A Figura 7D mostra uma ampliacdo na areas sem
agregados, onde é possivel observar redes de polimeros tridimensionais sobrepostas,
consistentes com o0 método LbL de preparagdo do filme.

Para obter mais informacdes sobre a morfologia do material desenvolvido, as
imagens MFA foram obtidas para observar a morfologia tridimensional do filme, bem

como a rugosidade da sua superficie, Figura 8.
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Figura 7. Imagens obtidas pela MEV para observar a morfologia do filme PANI
(TINTs)/CTAB com 20 bicamadas. As escalas no canto inferior esquerdo de cada

imagem correspondem respectivamente a A) 500 um B) 100 pum C) 2 um e d) 1 pm.

A Figura 8 apresentam imagens MFA em diferentes tamanhos de varredura da
morfologia de um filme contendo 20 bicamadas de PANI (TiNTs)/CTAB. Na Figura 8A
e 8B (15 x 15 pm), um padrao de particulas globulares pode ser observado na
morfologia. Esses globulos parecem estar distribuidos uniformemente em toda a
superficie do filme. Essas particulas tinham um tamanho médio de diametro de 0,73 (+
0,1) um e morfologia semelhante a descrita anteriormente em filmes PANI [46-48]. Por
outro lado, nas imagens de 4,0 x 4,0 um foram observados varios globulos de tamanho
menor com um diametro de cerca de 98 (£ 9,3) nm, na superficie dessas particulas
maiores, possivelmente devido a pequenos agregados dos nanotubos incorporados no
filme, Figura 8C. A média de rugosidade foi calculada para o filme como 8,54 + 0,89
nm. E importante mencionar que a rugosidade foi obtida a partir de imagens
digitalizadas em 4,0 x 4,0 um[56].
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Figura 8. Imagens obtidas pelo MFA de um filme contendo 20 bicamadas de PANI
(TiINTS)/CTAB. A) mostra a imagem de amplitude e B) de altura (3D) de uma é&rea
escaneada em 15x15 pm. C) Mostra mais detalhes da morfologia do filme a partir de

uma imagem de altura digitalizada (3D) em uma area de 4x4 pm.

3.5 Avaliacdo do efeito antifangico do filme desenvolvido

O efeito de 20 bicamadas de filme PANI(TiNTs)/CTAB depositado em laminas
de vidro contra duas cepas de C. neoformans (ATCC 28957 e ATCC 28958) é mostrado
na Figura 9. Uma lamina de vidro limpa foi usada como controle e ndo impediu o
crescimento de coldnias da cepa de C. neoformans (Figura 9A e 9C). A partir dos
resultados apresentados, podemos observar a inibicdo do crescimento fungico mostrada
pela zona de inibi¢do ao longo e ao redor do slide ap6s 72 horas de exposi¢édo (Figura
9B e 9D). A cepa C. neoformans ATCC 28958 foi mais suscetivel a inibicdo do filme
PANI(TINTs)/CTAB (Figura 9D), mostrando uma zona de inibicdo maior em
comparagdo com C. neoformans ATCC 28957 (Figura 9C).
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A carga positiva dos surfactantes de amonio quaternario como CTAB em células
microbianas tem sido frequentemente correlacionada com a acéo biocida, dado que as
moléculas com carga positiva liquida sdo capazes de matar microrganismos quando
fixados ou adsorvidos em superficies [52-54].

Um filme similar foi desenvolvido usando TiO, (na forma de cristal anatase),
gue mostrou excelente atividade contra Staphylococcus aureus, provavelmente devido a
presenca de CTAB na estrutura LbL [22]. No presente trabalho, a ceramica é na forma
de nanotubos e de acordo com o que foi mostrado na Figura 8, essas nanoestruturas
poderiam ter aumentado a rugosidade do material e acredita-se que essa propriedade
possa facilitar a acdo do CTAB nos fungos estrutura celular.

Desta forma, o filme PANI(TiNTs)/CTAB mostrou um excelente efeito contra
os fungos utilizados nesta pesquisa. Combinando essas propriedades com as
caracteristicas anticorrosivas do PANI [17], este novo material aparece como um bom
candidato para o revestimento de tubos de ar condicionado de ambientes hospitalares,

melhorando a eficacia desta aplicacdo previamente proposta.
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Figura 9. Atividade antifingica do filme PANI(TiNTs)/CTAB. A e C- Lamina de vidro
limpo usado como o controle do teste antifingico contra C. neoformans ATCC 28957 e
C. neoformans ATCC 28958, respectivamente. B e D- PANI(TiINTs)/CTAB em contato
com a placa inoculada com C. neoformans ATCC 28957 e C. neoformans ATCC

28958, respectivamente, apos 72 horas.

4. CONCLUSOES

Os filmes contendo PANI, TiNTs e CTAB foram preparados usando a técnica de
automontagem LbL. As condi¢bes de preparacdo foram otimizadas atraves de
experimentos espectroscopicos e eletroquimicos. O filme desenvolvido neste trabalho
exibiu excelente atividade contra C. neoformans (ATCC 28957 e ATCC 28958). Este
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novo material poderia ser usado para revestir superficies sucessivas a colonizacdo por
C. neoformans, como os aparelhos de ar condicionado. Isso poderia impedir que
pacientes imunocomprometidos entrem em contato com este patdgeno e

desenvolvessem infeccdes graves e dificeis de tratar.
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Figura AOL. Os espectros obtidos para cada 2 bicamadas adsorvidos (com n variando
de 2 a 20 bicamadas) para os filmes: A) PANI/CTAB, B) de CTAB/PANI, C)
PANI(TINTs)/CTAB, D) PANI/CTAB(TiNTs), E) CTAB(TINTs)/PANI e F)
CTAB/PANI(TINTS).
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6. CONSIDERACOES GERAIS

O Cryptococcus neoformans € um fungo cosmopolita que pertence a um grupo
de agentes patogénicos que afligem um grupo crescente de pessoas
imunocomprometidas. Esse fungo é capaz de colonizar uma variedade de superficies. A
prevencdo de infeccbes microbianas por revestimentos com filmes finos
antimicrobianos em superficies suscetiveis & contaminacéo € uma boa alternativa contra
esses tipos de fungo.

Os resultados mostrados na prospec¢do tecnoldgica, com levantamento de
artigos publicados é possivel afirmar que polimeros, material cerdmico e surfactantes
sdo materiais que podem estar associados na fabricacdo de filmes com finalidade para
aplicacdes contra microrganismos. Na literatura observou-se que ndo tinham aplicacdes
voltadas contra fungos destacando assim a inovagdo da pesquisa proposta aqui, além
dos materiais utilizados neste trabalho (PANI, NT-TiO, e CTAB) na formacdo dos
filmes LbL. Na busca de patentes depositadas foram encontradas trés patentes que
mostram o potencial dos filmes finos para aplicacdes em revestimentos.

A realizacdo da prospeccdo nos mostrou que filmes finos para aplicacdo € uma
area que ainda esta pouco explorada, entretanto com um grande potencial para varias
estudos.

Os filmes desenvolvidos nesta pesquisa foram preparados usando a técnica de
automontagem LbL utilizando PANI, TiNTs e CTAB. A sequéncia de adsor¢do bem
como 0 meio de dispersdo do TiNTs foram dois fatores averiguados durante a
otimizacdo dos filmes. Os experimentos eletroquimicos por voltametria, observou-se
gue a sequéncia contendo o material ceramico disperso na solucdo de PANI apresentou
maiores valores de densidade de corrente (filme de PANI(TINTs)/CTAB). Esse
resultado foi corroborado por experimentos espectroscopicos por UV-Vis, onde foi
observado que este filme apresentou crescimento diferenciado dos demais filmes
analisados, com um comportamento exponencial até a 16% bicamada. Depois de
otimizadas as condi¢cbes de preparacdo dos filmes, o filme PANI(TINTSs)/CTAB foi
selecionado para realizagdo dos testes contra C. neoformans (ATCC 28957 e ATCC
28958). Este filme também foi caracterizado morfologicamente por MEV e MFA. O
MEV mostrou padrdo granular, distribuido ao longo do filme e redes de polimeros

tridimensionais sobrepostas, que condizem com o método usado na preparagéo do filme.
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O MFA apresentou uma rugosidade media de 8,54 £0.89 nm e espessura estimada em
400 nm.

O filme desenvolvido neste trabalho exibiu excelente atividade contra C.
neoformans e este novo material surge como excelente candidato para revestimento de
tubos de ar condicionado de hospitais, pois pode impedir a colonizagdo desse fungo
patdgeno nessas superficies, impedindo assim a contaminagdo do ar nesses ambientes
fechados prevenindo que pacientes imunocomprometidos entrem em contato com o

esporo desse patdgeno e desenvolvam infecgdes mais graves.
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