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ReEsumo

RESUMO

O crescente aumento de amputagdes, fundamentado no estilo de vida ocidental, aliado a elevada
taxa de rejeicdo de proteses dos membros inferiores sdo os ingredientes promotores do presente
trabalho. O desenvolvimento de uma rede de sensores que mapeie as pressbdes exercidas pela
prétese no coto parece ser um das chaves do problema. Para tal, requer-se um sistema multi-
camadas constituido por materiais piezoeléctricos e/ou piezoresistivos, uma camada TiN condutora
do sinal e uma camada isolante superficial, TiO,, que permita a nao interferéncia de pontos de
pressdo e evite curto-circuito. Mais, a interface encaixe-coto & propricia ao desenvolvimento de
microorganismos oportunistas e nesse sentido a escolha de prata, reconhecidamente bactericida,
permite ainda moldar as propriedades mecénicas do TiO, tornando o material mais ductil.

O presente estudo incidiu na produgdo de filmes finos de TiO, dopado com prata pela técnica
pulverizagdo catddica modo magnetrdo em atmosfera reactiva. Objectivou-se investigar cinco filmes
com composi¢des atémicas de prata compreendidas de O a 30%, no que concerne a avaliagao
das propriedades fisico-quimicas dos filmes como depositados e apds tratamento térmico, e dos
efeitos toxicos quando em interacgdo com células eucarioticas e procariotas.

Os resultados demonstraram diferengas significativas a nivel estrutural, morfoldégico, mecénico e
biolégico entre os filmes como depositados e apds tratamento térmico. A presenca de prata
induziu a amorfizagdo da matriz TiO,, crescimento do filme tipo Stranski-Krastanov e consequente
microestrutura tipo 1 do diagrama de Thornton. Por efeito de coalescéncia houve formagdo de
aglomerados de prata a superficie, que despoletaram o aumento da rugosidade e a diminuigdo da
dureza. O tratamento térmico amplificou as propriedades referidas. Os filmes finos como
depositados com composi¢cdo de prata superior a 10% at. manifestaram toxicidade em células
animais e procariotas.

Concluiu-se que o intervalo de composigédo de prata favoravel sera entre 0,1 e 12% at. de modo a
actuar como agente bactericida e ndo afectar as células humanas. Paralelamente, dever-se-a
realizar um estudo a incidir na composicdo de prata adequada para moldar as propriedades
mecénicas do material, nomedamente nanodureza, bem como na manuteng¢do do caracter isolador

do TiO,.
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ABSTRACT

ABSTRACT

The increasing amount of amputations, based on lifestyle, coupled with high rejection of lower
limb prostheses are the key ingredients for this work. The development of a sensor network that
maps the exerted pressures by the prosthesis on the stump seems to be one of the solutions to
the problem. For this purpose, it is required a multi-layered, composed by piezoelectric and/or
piezoresistive materials, a conductive TiN layer signal and an insulating supefficial layer, TiO,, that
allows no interference from pressure points and avoids a short circuit. Furthermore, the fitting-
stump interface is propitious to the development of microorganisms and, in this sense, the choice
of silver, known as bactericide, will allows the molding of mechanical properties of TiO2, making
the material more ductile.

The present study is focus on the production of TiO, thin films doped with silver by sputtering in
reactive mode. Five films were obtained with silver content in the range of 0-30 at.%, besides the
evaluation of physico-chemical properties of the films in as deposited state also thermal effect on
the toxic affects when interacting with eukaryotic and prokaryotic cells were done.

The results showed significant differences at structural, morphological, mechanical and biological
level, from as deposited and after annealing. The presence of silver induced amorphization of the
TiO, matrix, Stranski-Krastanov film growth and consequently type 1 microstructure of Thornton
diagram. By the effect of coalescence there was the formation of clusters of silver on the surface,
which triggered the increase of roughness and a decrease of hardness. The annealing process
amplified the mentioned properties. Thin films with a silver content above 10 at.% show high
toxicity in animal and prokaryotes cells.

Finally, it can be conclude that the best of silver content must be between 0.1 and 12 at.%, in
order to act as a bactericidal agent and does not affect human cells. In parallel, it should be
conduct a study that will focus on the suitable silver composition for molding the material’s
mechanical properties, particularly nanohardness, as well as maintaining non-conductivity nature of

the TiO,.
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INTRODUGCAO

1. INTRODUGAO

No mundo ocidental assiste-se a um crescente numero de amputagdes motivadas por
problemas vasculares, fundamentados em habitos sociais pouco saudaveis.

Apesar de ser necessario dar mais énfase a campanhas profilaticas, estas muitas vezes sao
incompativeis com a sociedade de consumo e nesse sentido, apds a consumacgado da
amputacdo € fundamental assegurar um nivel de qualidade de vida digno ao paciente. A

melhoria da prétese, nomeadamente o conforto, € sem divida um dos grandes passos a dar.

1.1. RETRATO SOCIAL DAS PESSOAS PORTADORAS DE DEFICIENCIA

A histéria das pessoas com deficiéncia e incapacidade é um capitulo integrante da historia
das desigualdades sociais (Sousa et al, 2007). Desde a Antiguidade Grega e Romana ao
nazismo, assistiu-se a praticas segregacionistas que tenderam a eliminar seres humanos com
base no culto da perfeicdo cultural e na suposta soberania da raga ariana, respectivamente.
Felizmente, a evolugdo econdémica e social permitiu o término de muitas dessas praticas,
colocando-se hoje em dia na sociedade ocidental a integragdo social dessas pessoas.
Estudos revelam que a nivel etario, verifica-se um aumento crescente das pessoas com
deficiéncia ou incapacidade com o aumento da idade, atingindo o maximo no escaldo etario
65-70 anos. Relativamente ao tipo de altera¢gdes nas funcdes, pode-se constatar da figura
1.1, que as funcgbes fisicas sdo as que revelam uma maior expressao, notando-se uma
relacdo directa com a idade. De notar que 48,4% das alteragdes fisicas sdo respeitantes a

condicdo de mobilidade (Sousa et al, 2007).
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Figura 1.1: Representacdo grafica da percentagem de individuos com deficiéncia ou incapacidade segundo o tipo de
alteragbes nas fungdes. As alteragbes nas fungdes fisicas contemplam as alteragbes ao nivel das fungbes do
aparelho cardiovascular, do sistema hematolégico e imunoldgico, sistema respiratorio, sistema digestivo, metabolico
e endécrino, fungbes geniturindrias e reprodutivas, fungdes neuromuscularesqueléticas e relacionadas com o
movimento, pele, pélos e unhas bem como alteragdes em multifungdes fisicas.

(Fonte: Sousa et al.., 2007).

Com o0 aumento da esperanga média de vida assiste-se a cada vez mais a preocupagao de
natureza social, econémica e financeira por parte do Estado e das familias com estas
pessoas, sendo a qualidade de vida um parametro relevante e ligante das vertentes referidas.

O grupo especialista da organizagdo mundial da satde, WHOQOL', define qualidade de
vida: “percepg¢ao biolégica do individuo acerca da sua posicdao na vida, de acordo com o
contexto cultural e os sistemas de valores nos quais vive, sendo o resultado da interacgdo
entre 0s seus objectivos e expectativas e o0s indicadores objectivos disponiveis no seu
ambiente social e cultural” (Skevington et al., 2004 ).

A definicdo sendo esclarecedora, promove o debate e o caminho a percorrer na insercao
social destas pessoas. Se ao nivel de alteragdo da mentalidade individual e colectiva é
complicado no imediato, também é verdade que apenas e s6 a promogao de igualdade, ao
nivel de reabilitacdo fisica, extingdo de barreiras arquitectbnicas, acesso ao mercado de

trabalho, a qualificacdo profissional, a escolarizacdo, fornecendo sinais claros de apoios

estatais e comunitarios, se consegue alterar o preconceito e a desigualdade.

' Organizagdo Mundial de Salde para a Qualidade de Vida
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1.2. AMPUTAGAO DE MEMBROS INFERIORES

Amputacdo, etimologicamente, deriva do latim: amb/ — ao redor de/ em volta de — e putatio
— podar/retirar, e define-se como a retirada total ou parcial de uma parte do corpo, a maioria
das vezes de um membro e geralmente através de cirurgia.

As causas de amputacdo tém diversas origens: doencgas, traumas e deficiéncias congénitas
(7, 2011). Os traumas decorrem maioritariamente de acidentes de viag&o e industriais, que em
conjunto com as deficiéncias congénitas somam cerca de 26% do total mundial de
amputagdes (10, 2011) (Riele, 2003). As doencas podem ser de cariz vascular, neoplasias e
infeccbes. Salienta-se o facto das doengas vasculares causarem 70% das amputagoes
mundiais (10, 2011). As doengas vasculares tém como principais factores agravantes a
diabetes mellitus e a arterosclerose (Gan, 2006) (11, 2011). Neste campo medidas profilacticas

sao essenciais.

1.2.1. DIABETES MELLITUS E ARTERIOSCLEROSE

A diabetes mellitus & uma doenca cronica de origem metabdlica, caracterizada por
hiperglicémia devido a uma deficiente ou auséncia de secrecdo e/ou acc¢do da insulina,
potenciadora de complicagdes micro e macrovasculares, neurologicas, extremando-se nha
disfungdo e faléncia de varios 6rgaos (Paiva, 2001; Correia, 2010).

A Associagdo Americana da Diabetes (ADA), classifica a doenga em quatro categorias: tipo
1, tipo 2, gestacional e outros tipos especificos. A diabetes tipo 1 e 2 sdo as mais frequentes,
ocorrendo a primeira devido a destruicdo auto-imune das células produtoras de insulina e a
segunda pela diminuicdo da acgdo da insulina baseado na resisténcia do organismo a
hormona. Ao longo dos anos efectiva-se as complicagdes associadas a doenca, podendo
desenvolver-se complicacbes em diversos 6rgaos, como por exemplo retinopatia, nefropatia,
neuropatia, entre outras.

Na neuropatia diabética, surgem lesdes nos nervos autondmicos, sensitivos e motores
devido directa e indirectamente a hiperglicémia. As lesdes nos nervos autonémicos conduzem
ao aparecimento de maceragoes e de descontinuidades na pele pela perda da capacidade
vasoconstritora dos capilares. As lesdes nos nervos sensitivos tém como consequéncia a
perda progressiva da sensibilidade dos membros inferiores, aumentando o risco de ulceragdes
e amputagdes. Por Ultimo, atrofias musculares e alteragbes do padrdo de marcha sao
consequéncias de alteragdes nos nervos motores (Seeley, 2005).

A problematica da doenga estd bem patente nos numeros. Segundo a Federacao
Internacional da Diabetes existirdo em 2025 cerca de 380 milhdes de diabéticos no mundo,

contribuicdo dada em grande parte pelo estio de vida baseado numa alimentagdo
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desequilibrada e praticas sedentarias. Dados de 2009, estimam a existéncia de 1 milhdo de
diabéticos em Portugal (Correia, 2010; Gan, 2006 ).

A arteriosclerose € uma doenga caracterizada pela alteragdo da elasticidade e espessura
das artérias. Esta alteragdo & consequéncia da deposi¢cdo de substancias lipidicas ricas em
colesterol, que mais tarde pode ser substituida por tecido conjuntivo denso e depoésitos de
calcio. O espessamento e as alteragbes quimicas verificadas tornam a tunica menos elastica
que em conjunto dificultam a passagem do sangue. No local onde esse depoésito ocorre,
designado por placa, podem-se formar coagulos de sangue que ao desprenderem-se podem
causar embolias arteriais. As consequéncias destas alteragbes sdao o aumento do trabalho
cardiaco e da possibilidade de ocorréncia de tromboses, bem como nas partes de baixa ou
nula irrigagéo a isquémia, claudicagdo e em casos extremos a hecrose com gangrena (Seeley,
2005).

A combinagdo das complicagbes associadas a diabetes, arteriosclerose e susceptibilidade a
infeccdes predispde o aparecimento de lesGes nos pés. Quando existe pelo menos uma leséo
com perda da descontinuidade da pele designa-se por pé diabético. O pé diabético é o
principal factor de risco de amputagdo das extremidades. De notar que a cada 30 segundos

ocorre uma amputagcdo no mundo devido a diabetes (5, 2011).

1.2.2. ANATOMIA DOS MEMBROS INFERIORES

Os membros inferiores que suportam e estabilizam o tronco, sdo constituidos pela cintura
pélvica, coxa, perna e pé. A cintura pélvica € uma base circular estavel que sustenta o tronco
e forma um local de fixacdo para os membros inferiores. E constituida pelo sacro, formado
por cinco vértebras sagradas, e pelos iliacos. Cada iliaco é formado na sua origem pelos ilio,
isquio e pubis que se fundem tornando-se num unico osso no adulto. O iliaco estreita-se até
a regiao média do acetabulo, onde se articula com o fémur. O isquio € um local de inserg¢éo
de inUmeros musculos sobre os quais a pessoa se senta (Seeley, 2005). No total, a cintura
pélvica & formada por trés articulagbes, duas articulagdes sacro-iliacas, tipo sinovial, que
unem o sacro a cada iliaco, e a sinfise pubica que une anteriormente os ossos iliacos
(Kapandji, 1990).

A coxa € a parte do membro inferior situada entre a area da nadega e o joelho, e contém
um Unico osso, o fémur. Este tem uma cabeca arredondada que é articulada com o acetabulo
do iliaco, e um colo fazendo um angulo significativo com o corpo do fémur. Na parte proximal
salientam-se o grande e o0 pequeno trocanter onde se inserem importantes grupos
musculares, nomeadamente os ligamentos iliofemural e redondo. A extremidade distal do
fémur apresenta os condilos interno e externo que articulam com a tibia. A articulagdo coxo-

femural, tipo esferéide, permite movimentos em trés eixos, tendo a funcdo de orientar
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espacialmente o membro inferior (Kapandji, 1990). O joelho é formado pelas articulagdes
fémuro-tibial e fémuro-rotuliana, ambas tipo sinovial, que permitem a flexdo, extensdo e uma
pequena rotagdo da perna (Seeley, 2005). A rotula localiza-se a frente do joelho e liga o
musculo quadricipete fémural a tibia através do tendao rotuliano. Além do tendao referido, os
ligamentos do joelho, cruzado anterior e cruzado posterior, estabilizam a articulagdo
impedindo os movimentos de deslocagdo anterior e posterior da tibia em relacdo ao fémur
(Seeley, 2005).

Entre o joelho e o tornozelo encontram-se a tibia e o peronio, ligados pela articulagado tibio-
tarsica. Esta articulagdo é indispensavel a marcha e suporta o peso corporal, permitindo
movimentos de flexao, extenséo e inversado (Seeley, 2005).

O pé é constituido por 26 o0ssos, setes ossos do tarso (talus, calcadneo, cubodide e os trés
cuneiformes, o lateral, o intermédio e o medial), cinco ossos do metatarso e quatorze
falanges (irés para cada dedo, a excepgdo do halux, que tem apenas duas). Possui
numerosas articulagbes, a saber: astragalo-calcaneana, médio-tarsica (Chopart), tarso-
metatarsiana (Lisfranc), escafo-cuboidea, metatarso-faldngicas e metatarso-interfalangicas

(Kapandji, 1990).

Cintura f |

Pélvica | T
g

W

Fémur

Rétula

—~ -

Tibia

Peronio

Ossos tarsicos —C a1t
Ossos metatarsicos —{__ (|
Falanges -C

Figura 1.2: Estrutura 6ssea dos membros inferiores.
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1.2.3. NIVEL DE AMPUTAGAO

O nivel de amputacédo é definido consoante a situagéo clinica do paciente, fundamentando-
se a escolha na eliminagdo do tecido necrético e consequente dor, eliminagdo do foco
infeccioso e a obtencdo de um coto funcional (Gabriel, 2001). Apesar de ser conjectural, &
reconhecido que para uma boa protetizagdo, o nivel ideal de amputagcdo para os 0SsoOs
longos, fémur e tibia, situa-se no terco médio da diafise 6ssea devido aos tecidos moles
possuirem maior elasticidade e portanto proporcionando maior “almofadamento” (Gabriel, 2001).

Pela importancia das articulagbes, a amputagdo deve ser realizada o mais distante destas
quer a nivel proximal quer distal. Esta consideragdo baseia-se no maior abaulamento 6sseo
junto a metafises, a dissipacdo de massa muscular, ganho de elasticidade dos tecidos,
facilidade de colocagédo e remocgéo da protese e ao menor gasto energético durante a marcha
(Gabriel, 2001; 6, 2011). A regra geral € a maior conservagao da extremidade.

Quanto a classificagdo, os niveis de amputagdo sédo designados de acordo com o local da
cirurgia, a saber: hemipelvectomia, desarticulagdo da anca, transfemural, desarticulagdo do
joelho, transtibial, desarticulagdo do tornozelo, Syme (entre a tibia e o peronio) e parcial do
pé (7, 2011). Os dois niveis de amputacdo de membros inferiores mais realizados sdo o

transtibial (56%) e o transfemural (37%) (7, 2011).

1.3. PROTESES

As partes do corpo humano traduzem uma organizagdo mecéanica e fisioldgica ideal que
potencia ao ser humano a capacidade de desenvolver diversas actividades no dia-a-dia. A
protese surge como um dispositivo capaz de repor a mobilidade, “adaptando-se” ao paciente,
em forma e tamanho. Objectivamente, a mimificacdo deve ser confortavel, funcional e
esteticamente agradavel. No design deve-se ter em conta a saude do paciente, o peso, 0
nivel de actividade, o comprimento e a forma do membro residual (coto), a condigéo da pele,
a circulagdo e o ambiente onde se insere. A ISPO? e a norma ISO-10328 regulam os testes

a que as proteses devem ser sujeitas para garantir qualidade.

1.3.1. COMPOSICAO DE UMA PROTESE TRANSFEMORAL
O presente estudo nado diferencia o nivel de amputacdo e a respectiva protese. Neste

sentido, fazer-se-a a titulo de exemplo a descricdo de uma prétese transfemoral.

2 Sociedade Internacional de Proteses e Orteses
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Uma protese transfemoral € um dispositivo médico concebido por medida (decreto de lei
35/2009) composto por (7, 2011):
o Componente de contacto com o coto ou interface, denominado encaixe;
e Estrutura de ligagdo entre os diversos componentes (tubos e adaptadores);
e Componentes funcionais como articulagdes de joelho e pé;

e Componentes de apoio a suspensao.

O encaixe é efectuado a medida do coto, minimizando-se o seu volume de modo a
proporcionar uma pressao negativa entre o coto e o0 encaixe. O design pode ser concebido
com o intuito de distribuir as forcas uniformemente ao longo do coto ou de forma
diferenciada. Os dois encaixes mais utilizados sdo o encaixe quadrilatero, figura 1.3.b., e o
encaixe isquiatico, figura 1.3.c. Diferenciam-se pela distribuicdo de forgas, no quadrilatero o
peso € sustentado no 0sso isquio ou no osso das nadegas e ha um estreitamente da frente
para tras. Enquanto no encaixe isquiatico, o isquio e o 0sso das nadegas sao inseridos no
encaixe (7, 2011).

A produgdo desta componente pode ser por laminagem recorrendo usualmente a resina
acrilica com metacrilato reforcado com nylon, vidro, carbono, etc. O outro processo recorre a
um sistema de sucgdo para moldar as formas sobre o molde de gesso. Neste utilizam-se
termoplasticos, tais como o polipropileno.

Os tubos e adaptadores fornecem a coeréncia mecanica ao sistema. Os materiais mais
frequentemente utilizados sdo metais, madeira e plastico devido a durabilidade que
apresentam.

O joelho protésico funciona como a dobradica da protese, tal como o joelho humano. Por
esse motivo € fundamental para a mobilidade e estabilidade do paciente. A estabilidade da
articulagao ¢ influenciada por diversos factores tais como o tipo de articulagdo, o alinhamento
da prétese e a forgca que € exercida no coto. Por estes motivos, ha a possibilidade de
escolha de proteses sem joelho protésico, por questdes de seguranca.

Relativamente & suspensdo, podem-se enumerar dois mecanismos: cinto ou succdo. As
suspensdes por succao tém a vantagem de proporcionar maior liberdade de movimento,
sendo por isso utilizadas por jovens ou pessoas activas. Contudo, estas suspensdes exigem
que o encaixe esteja em contacto directo com a pele, ndo usando meias protésicas. O
mecanismo de succ¢do € activado por uma valvula existente no fundo do encaixe, controlada
pelo paciente, que cria pressdo negativa dentro do encaixe. A desvantagem deste tipo de

suspensao é o controlo do peso que tem que existir, ndo podendo o paciente ultrapassar

mais de 5 Kg do peso aquando da concepgdo. A alternativa é o uso de suspensdes com

cinto. Estas suspensdes dividem-se em duas consoante onde se coloca o cinto: abaixo ou
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acima do osso pélvico. Esta Gltima é indicada para pacientes com coto reduzido e/ou

musculatura da anca fraca.

a) b) c) " d) -

p! > A
/ =
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Figura 1.3: a) Componentes de uma protese transfemoral: 1- pé protésico; 2- joelho protésico e tubo de
ligacdo; 3— adaptador de encaixe e 4- encaixe. Quando pretendido é acrescido o revestimento cosmético. b)
encaixe quadrilaterio; c) encaixe isquiatico; d) suspensdo com cinto abaixo do osso pélvico; e) suspensdo
com cinto acima do osso pélvico; f) suspensdo sucgéo.

[Fontes: a) http:/ /www.en.andamkar.ir/images/content/Above % 20Knee % 20Prosthesis.jpg;

Restantes imagens - http://www.posna.org/news/ Amputations.pdf]

Basicamente as etapas de produgdao da protese envolvem a medigcdo do coto e do outro
membro inferior, obtendo um molde negativo pela aplicacdo de uma ligadura gessada em
volta do membro debilitado. A partir deste molde é criado um molde positivo que € trabalhado
e rectificado com o objectivo de se obter os contornos e pressées oOptimas. Por fim &
fabricado o encaixe rigido pelos métodos ja referidos e procede-se a uniao com o0s outros
componentes, culminando com o alinhamento do sistema. O processo de optimizagdo ao

paciente € demorado e envolve pequenas alteragoes no decurso do uso.

1.3.2. PROBLEMAS ASSOCIADOS

A qualidade de uma prétese de membro inferior refere-se principalmente ao nivel do
conforto, facilidade de locomog¢do e durabilidade. Dados estatisticos provenientes de diversas
faxas etarias comprovam o insucesso das proteses, medido pela taxa de rejeicdo e
substituicdo das mesmas. Geertzen et al. (2001) mencionam que de 85% de amputados com

origem vascular com protese, apenas 5% a usa por mais de meia hora durante o dia. A
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percentagem de amputados com protese decai para 31% ap0Os cinco anos e apds dois anos
apenas 26% dos pacientes a utiliza para andar (Geertzen et al, 2001; 8, 2011). Este insucesso
deve-se a variados factores, a saber: edema, contrac¢bes articulares, dores, neuromas,
problemas cutéaneos, infecgbes, problemas Osseos, entre outros (Kapp & Cummings, 2011).
Alguns destes factores ttm em comum a méa adaptagdo do encaixe ao coto, nomeadamente
edema, contracgdes articulares devido ao mau posicionamento, dores causadas por pressdes
exercidas, problemas cutdneos como consequéncia de congestdo venosa e reacgdes alérgicas
sejam provenientes do material usado seja da abrasdo (Geertzen et al, 2001; Murray & Fox, 2002;
8, 2011). Wagner et al. (2007), Mak (2001), Neumann (2001) e Gailey et al. (2010) comprovam
a importancia da correcta adaptagdo da protese ao coto e referem que o desconforto € a
maior causa associada a rejeicdo. Objectivamente, a qualidade do interface bem como a
distribuicdo de forcas exercida pelo par chdo/prétese e coto/tronco € vital para a integragédo
do paciente na sua nova vida.

De notar que a redugdo da area corporal conduz a diminuicdo da area de pele, e sendo a
regulagcdo da temperatura corporal uma das fungdes do 6rgao, o processo de amputagéo
provocara uma aumento de transpiragdo em todo o corpo, incluindo no coto (Hagberg &
Branemark, 2001; 9, 2011). O aumento de transpiragdo que advém da diminuicdo da area da
pele, mas também o aumento do esforco de locomogdo provoca o aparecimento de
maceragdes que predispée a ocorréncia de infecgdes bacterianas e fungicas (9, 2011). Santos
et al. (2006) num estudo desenvolvido em doentes com pé diabético constatou a presenga de
bactérias Gram positivas e Gram negativas, nomeadamente o Staphylococcus aureus e a

Escherichia coli.

1.4. A SOLUGAO E OBJECTIVOS DO PROJECTO

O potencial crescimento do numero de pessoas amputadas aliado ao facto das préteses
desempenharem um dispositivo alternativo valido para a melhoria da mobilidade, torna-se
imperativo a investigagdo no que concerne a compatibilidade biologica e comodidade
mecanica. O facto de o ajuste do dispositivo ao paciente ser realizado qualitativamente pelo
médico, subjaza uma série de questdes de ordem técnica, que no limite tem-se revelado
inadequado a julgar pelas elevadas taxas de rejeicédo.

O presente estudo é englobado num projecto que consiste na formulacdo e execugdo de um
dispositivo de sensores, que pretende mapear o campo de pressdes existentes na interface
protese e membro amputado. Os sensores sao desenvolvidos a partir de materiais inteligentes
piezoeléctricos (sensiveis a campos de pressdes dindmicas) e piezoresistivos (sensiveis a

deformagGes estaticas e dindmicas). Estes materiais de detecgdo sdo funcionalizados com
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filmes finos condutores, TiN, e a superficie deste haverd uma camada protectora isolante de
TiO,. Proceder-se-a a inclusdo de nanoparticulas de prata na matriz do TiO, com o objectivo
de evitar a proliferacdo de fungos e bactérias, favorecidas pela humidade derivada de
fendbmenos fisioldgicos, nomeadamente a transpiragéo.

O presente trabalho pretende estudar a quantidade de prata a incorporar na matriz de TiO,
de modo a reduzir a dureza do material, exibir efeito antibacteriano e néo revelar
citotoxicidade para com as células animais. Estes objectivos primordiais serdo alcangados
através de um conjunto de objectivos inerentes, a saber:

o Depositar revestimentos do tipo TiO,/Ag por pulverizagdo catédica modo magnetrdo
com um alvo de titdnio incrustado com um numero variavel de pastilhas de prata em
atmosfera reactiva com gas oxigénio; pretende-se obter revestimentos com composi¢ao
quimica varidvel desde O até 30% atomica de prata;

e Caracterizar os revestimentos quimica, estrutural, morfolégica e mecanicamente e
relacionar os resultados com o teor de prata;

e Proceder ao recozimento dos revestimentos a uma temperatura que permita a obtengéo
de propriedades que salientem os materiais usados; caracterizar os filmes do mesmo
modo que o ponto anterior e relacionar os resultados com o efeito da temperatura do
recozimento;

o Estudar a interacgdo dos revestimentos com células animais e procariotas, relevando na
analise a caracterizagdo anterior;

o Estabelecer o melhor compromisso relativamente ao teor de prata que promova uma
diminuicdo da dureza, comportamento citotdxico para com as células procariotas e nao

citotoxico para com as células animais.
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2. Os MATERIAIS

O dioxido de titanio possui propriedades que o tornam num dos materiais mais utilizados em
aplicagbes desde a dptica a medicina. A sua elevada estabilidade quimica, dureza, constante
dieléctrica, comportamento fotocatalitico, a ndo toxicidade, biocompatibilidade, transparéncia e
0 seu baixo pre¢o de mercado sdo os fundamentos da aplicabilidade. Por outro lado, a prata
€ ductil, condutora e reconhecidamente um agente antibacteriano. O facto de o didxido de
titAnio ser um material com elevada dureza torna-o fragil a pressao, ou seja quebradi¢o, o
que para a aplicagao final € uma desvantagem. Desse modo a dopagem com prata € uma
solucdo, tendo a vantagem de ser microbicida. Interessa que o material final seja isolante de
modo a evitar curto-circuito dos pontos de medi¢gdo de pressao, o que ressalva um estudo
posterior da condutividade do material TiO,/Ag.

A sinergia destes dois materiais sera estudada neste trabalho, com o objectivo de tornar o

sistema TiO,/Ag mais dictil e com propriedades antimicrobianas.

2.1. Os ELEMENTOS: OXIGENIO, PRATA E TITANIO

O elemento oxigénio tem numero atomico 8 e faz parte do grupo XlI da tabela periédica que
se caracteriza por possuir seis electrdes de valéncia. E um ndo metal que a temperatura
ambiente se encontra no estado gasoso, possuindo peso atdbmico 16. A sua forma alotrdpica
mais vulgar € o O, e a maioria dos elementos reagem com este formando compostos binarios
(Reger et al, 1993). O oxigénio existe naturalmente nos estados de oxidacdo —ll, -I, | e I,

sendo o estado mais estavel o —Il (Dias, 2006). Possui um raio atdbmico de 60 pm e raio

"
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covalente de 73 pm, o que o torna um elemento intersticial em muitas estruturas. O facto da
atmosfera terrestre ser oxidante faz com que o oxigénio reaja com uma grande parte de
materiais, formando uma camada protectora estavel que impede o contacto dos atomos do
material com o ambiente circundante.

A prata é um elemento metalico, pertencente aos elementos de transicdo na tabela
periodica. Tem numero atdmico 47 e configuragdo electronica [Kr] 4d' 5s'. Devido a
estabilidade quimica que apresenta, resisténcia a corrosdo mesmo a elevadas temperaturas é
considerada um metal nobre (Aaltonen, 2005). Exibe elevada condutividade térmica e eléctrica,
baixa tensdo de cisalhamento, elevada reflectividade e a seguir ao ouro € o metal mais ductil.
Estas propriedades tornam-na num metal atractivo para diversas aplicagbes, homeadamente
nas areas de joalharia, electrénica e fotografia (Enghag, 2004) (Nordberg et al., 1998).

Biologicamente, a prata quando em quantidade moderadas ndo exibe efeitos negativos para
0 organismo humano manifestando por outro lado efeito antibacteriano (Margaret et al, 2006;
Sarkar et al, 2007). No entanto, recentemente foram publicados estudos que relatam a
toxicidade da prata tanto ao nivel procariota como eucariota, manifestando-se esta tendéncia
predominantemente em nanoparticulas (Cheng et al, 2006; Panyala et al, 2008; Schrand et al.,
2010).

O titdnio tem numero atomico 22 e por ndo possuir as camadas de valéncia totalmente
preenchidas permite a formagdo de solugbes soOlidas com a maioria dos elementos
substitucionais de tamanho * 20% do seu, produzindo uma vasta gama de ligas metélicas
(Joshi, 2006). O titdnio cristaliza em estrutura hexagonal compacta (aTi) a temperaturas
inferiores a 882°C, e a fase B, estrutura cubica de faces centradas, é estavel para
temperaturas entre 882°C e 1668°C, a sua temperatura de fusdo. Intersticialmente, o
oxigénio, azoto e carbono e substitucionalmente o aluminio conduzem a um aumento da
temperatura a que se da a transformagado alotrépica, € por esse motivo sdo denominados
estabilizadores a. Metais de transicdo como o molibdénio, nidbio e vanadio actuam como
estabilizadores da fase B (Liitjering & Williams, 2003 ).

O titdnio apresenta baixa densidade, elevada resisténcia mecéanica e elevada resisténcia a
corrosao (Enghag, 2004). Estes ingredientes fazem com que este material seja atraente
industrialmente, com aplicagdes desde a aeronautica a medicina.

Na tabela 2.1 podemos constatar algumas das propriedades que tornam estes materiais

atraentes industrialmente.
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Tabela 2.1. Propriedades quimicas, fisicas e termodinamicas dos elementos O, Ag e Ti. [Fonte: Enghag, 2004]

Oxigénio Prata Titanio
Nimero atdmico 8 47 22
Massa atémica 16 107,87 47,88
Config. electronica [He] 2s? 2p* [Kr] 4d™ 5s' [Ar] 3d? 4s?
Monoclinica FC® < 23,8K
b Hexagonal Compacta
Estrutura cristalina Romboédrica < 43,8K Clbica FC
a=4,094 Cubica FC
Culbica FC < 54,8K
Electronegatividade
3,44 1,93 1,54
(Pauling)
Raio atdmico (pm) 60 160 140
Raio i6nico (pm) 128 (0%) 142 (Ag") 88 (Ti*)
Densidade (273K) Kg.m™ 1,429 10490 4505
Ponto fusdo (°C) -218,4 961,8 1668
Calor especifico (298K)
918 235 522
(J.K'Kg™)
Condutividade térmica
0,0245 428 22
(273K) (W.m'.K")
Coef. exp. linear - 18,9 x 10°° 8,6 x 10
Médulo Young (GPa) - 82 116
Entalpia de fusdo (Kj.mol™) 0,444 11,30 19,2
Entropia (298K) (J.K'.mol™) 205,14 42,55 30,63
AG* formagdo o6xido (298K)
- -22,4 -889

(kd.(mol O,)™)

2.2. DIOxiDO DE TITANIO

O titdnio devido a sua elevada reactividade com o oxigénio, AG®° de formacdo 6xido -889

kd.(mol 0O,)', quando em contacto com o ar,

agua ou outro electrédlito forma-se

espontaneamente uma camada superficial de 6xido. Esta camada isolante confere resisténcia

3 Faces Centradas
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quimica a ambientes corrosivos e por esse motivo o titdnio & amplamente utilizado em
implantes ortopédicos (Hwang et al., 2006; Nasab & Hassan, 2010).

A incorporacgao intersticial dos atomos de oxigénio na estrutura cristalina hexagonal do
titinio provoca uma diminuicdo gradual das caracteristicas metalicas bem como um aumento
da célula unitaria. Observa-se do diagrama de fases, figura 2.1, que a temperatura ambiente
encontram-se principalmente as fases Ti, Ti,O, TiO, Ti,O,, Ti;O; e TiO,. O comportamento
metalico do sistema é verificado até a estequiometria TiOg,,, possuindo estrutura hexagonal
compacta. Razdes de O/Ti compreendidas entre 0,42 e 1,46 dao origem a estruturas
cubicas de corpo centrado com fases intermediarias, & e segunda fase. A fase y com arranjo
hexagonal & dividida em duas fases, estendendo-se até Ti;Os.

Entre as fases Ti;O; e TiO, encontram-se uma série de fases de estequiometria Ti O,
(n>4) , em que ocorrem mudancas bruscas das propriedades fisicas. Estas séries designam-
se por Magnéli e tém sido alvo de estudo nomeadamente em aplicagdes fotocataliticas (Liborio
& Harrison, 2008). Finalmente para razées O/Ti superiores a 1,90 obtém-se a fase a,

correspondente ao TiO, estequiométrico.
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Figura 2.1. Diagrama de fases de oxido de titdnio em fungdo da temperatura e composigdo relativa O-Ti. [Fonte

adaptada - Springer, 2004 ]

2.2.1. ESTRUTURA CRISTALINA
Na natureza o di6xido de titdnio cristaliza em trés estruturas distintas: anatase, rutilo e
brookite (Ranade et al, 2002). No entanto sob condi¢es extraordinérias, p.e. pressao elevada,

podem-se formar estruturas tipo columbite, baddeleyite, hollandite, entre outras (Nalwa, 2005).
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Em diversos métodos de sintese, deposi¢cdo catddica modo magnetrdo (Takeda et al, 200f1;
Zhou et al, 2006), deposi¢cdo quimica a vapor (Gotic ef al, 1996; Schuisky ef al, 2000) e método
sol-gel (Pawar et al,, 2011; So et al., 1998) sdo reportadas as fases anatase e rutilo.

As estruturas da anatase e do rutilo, tetragonais, podem ser descritas com base no padréao
e distorcdo das cadeias octaédricas TiOg (Nalwa, 2004). A célula unitaria de cada estrutura é
representada na figura 2.2. A célula unitaria do rutilo contém dois atomos de Ti situados
(0,0,0) e (1,1, 1,) e quatro atomos de oxigénio. A célula unitaria da anatase contém
quatro atomos de Ti localizados (0,0,0), (1,1, 1/,), (0,1, 1,) e (-1, O, -1/,) e oito
atomos de oxigénio (Springer, 2004). Observa-se que cada ido Ti** é rodeado por um octaedro
de seis ides O (Labat et al, 2007). O octaedro do rutilo revela uma ligeira distorgao
ortorrdbmbica enquanto que na anatase essa € significativa. As distancias idao Ti-Ti sao
superiores na anatase (0,379 e 0,304nm vs 0,357 e 0,296nm) enquanto que as distancias
Ti-O sdo maiores no rutilo (0,1934 e 0,198nm vs 0,1949 e 0,1980nm) (Nalwa, 2004). Cada
octaedro esta em contacto com 10 e 8 octaedros no rutilo e anatase, respectivamente. A
superficie (101) & a mais estavel na anatase e a (110) no rutilo (Hengerer ef a/, 2010; Zhang &
Lindan, 2003) . Estas diferengcas na rede cristalina sdo o fundamento para diferengcas na

densidade, 3,89 e 4,25g.cm™, para a anatase e rutilo respectivamente (Nalwa, 2004).
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Figura 2.2. a) Arranjo do octaedro relativamente a célula unitaria. Os parametros de rede para a anatase sdo
a=3,7842A e c=9,5146A. Para o rutilo a=4,5937A e c=2,9587A. [Springer, 2004] b) disposicdo dos ides no

octaedro [adaptado - Nalwa, 2004 ]. Rutilo (esquerda) e anatase (direita).

O facto da anatase ser a primeira fase metaestavel relativamente ao rutilo, faz com que esta
se transforme em rutilo exotérmica e irreversivelmente. A temperatura critica varia de 400° a
1200°C dependendo da técnica utilizada, atmosfera, tamanho de grdo, natureza e quantidade
de impurezas, como referido anteriormente. A pressdo atmosférica ocorre aproximadamente a

1000°C (Springer, 2004).
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2.2.2. MODELO LOBL

A formacdo das fases depende da técnica utilizada, como ja foi referido. Retira-se que uma
determinada técnica impbe determinadas condicdes e que estas sdo dependentes dos
parametros da técnica.

O modelo de Lobl enfatiza o papel da temperatura e da energia cinética das particulas no
mecanismo de formacgdo e crescimento filme (Feil, 2006) . A analise do esquema da figura 2.4
salienta o facto da energia das particulas ser dependente da técnica de deposicdo PVD. Uma
analise mais atenta mostra que na gama de temperaturas 50-200°C e energia superior a
3eV formam-se as fases rutilo e anatase, para a técnica pulverizagdo catddica modo
magnetrdo. Por outro lado, para temperaturas inferiores a 100°C e energias inferiores a 2 eV
had a possibilidade de formagdo de fases amorfas. H4 medida que a técnica empregue
possibilita a ejecgdo de particulas com maior energia aumenta a possibilidade de formagao da
fase rutilo. O mesmo se verifica para o aumento da temperatura do substrato, o que sustenta

a maior estabilidade termodindmica do rutilo.
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Figura 2.3. Esquema que salienta a dependéncia da temperatura do substrato e da energia das particulas na

formagdo das fases cristalinas, para diferentes técnicas de deposigdo PVD [Fonte: adaptado - Feil, 2006].
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3. PRODUGAO DE REVESTIMENTOS

A utilizacdo de revestimentos na area da biomédica tem vindo a aumentar, manifestando o
continuo interesse de combinar diferentes propriedades estruturais num material. A técnica
pulverizagao catoddica, designada em inglés por “Sputtering”, pertence ao grupo de técnicas de
deposicao fisica em fase de vapor que se caracterizam pela formagédo do material a depositar
através da troca de momento linear entre ides do gas de trabalho e um alvo do material
depositante. Esta técnica & comummente usada académica e industrialmente devido a
simplicidade do processo fisico, versatilidade, produgcdo de filmes com elevada adesado ao
substrato e de ter impacto ambiental reduzido.

Os filmes em estudo, sistema TiO,/Ag, foram produzidos por pulverizacdo catodica em

corrente continua modo magnetrdo em atmosfera reactiva.

3.1. MATERIAIS

3.1.1. SUBSTRATO

Designa-se por substrato o material que se pretende revestir. Os filmes TiO,/Ag foram
depositados sobre dois tipos de substratos: lamelas de vidro e silicio, para corresponder as
exigéncias das técnicas de caracterizagao.

As lamelas de vidro Pilkington® obedecem a norma ISO 8037 para diagnostico in vitro. Pelo
facto destas lamelas nao apresentarem indicios de toxicidade em células eucariotas e
procariotas aliado ao prego acessivel, tornam este material um éptimo substrato para o tipo
de testes a realizar.

O silicio (100), é amplamente utilizado como substrato para ensaios de caracterizagdo
estrutural, morfolégica e quimica, devido as excelentes propriedades de compatibilizagdo com

a maioria dos materiais a depositar.
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Tabela 3.1. Algumas caracteristicas dos materiais utilizados como substratos. Os dados relativos ao vidro constam

de uma ficha de produto enviada electronicamente.

Composigdo Quimica Méd. Young Coef. exp. Térm. Dimensodes
Substrato
w.%) (GPa) (K" (mm?)
Sio, Na,O Ca0 MgO 9x10°®
Vidro 73 76 x 26
72,5% 13,2% 8,89% 4,2% (50-350°C)
2,6 x 10®
Silicio Si 130 50 x 20
(Roberts, 1981)
3.1.2. ALvo

O componente constituido pelo material que se quer depositar designa-se por alvo.

Os filmes foram obtidos a partir da pulverizacdo de um alvo de titanio (200x100x6 mm? e
pureza 99,9%) incrustado com pastilhas de prata (dimensdo variavel e pureza 99,8%)
posicionadas na zona de maior erosao. A area total das pastilhas utilizadas variou de O a 2,4
cm?. As deposicdes decorreram em atmosfera reactiva com o gas oxigénio (99,99% de

pureza).

3.2. PULVERIZAGAO CATODICA

3.2.1. PRINCIPIO E FUNCIONAMENTO
Na deposicao de revestimentos pelas técnicas designadas por deposi¢do fisica em fase de
vapor (PVD), ocorrem trés fases (Cavaleiro & Vieira, 1995):
i) Transformacédo do material a depositar para a fase de vapor;
ii) Transferéncia do vapor, desde a fonte até ao substrato;

iii) Condensacgdo do vapor a superficie do substrato e crescimento do filme.

Por accdo de um campo eléctrico, ides provenientes da ionizagdo do gas de trabalho, sao
acelerados em direccdo ao catodo (alvo) embatendo com os atomos constituintes. Da
interaccao dos ides com os atomos, através da troca de quantidade de movimento, podem
ocorrer diferentes processos, salientando-se a emissao de electrées secundarios dos atomos
da superficie, a implantacdo de ides do gas no alvo e a ejeccdo de atomos do alvo. A
ocorréncia dos diferentes efeitos enumerados anteriormente, depende essencialmente da

energia cinética dos ides do gas e da rede de atomos do alvo. Através da lei da conservacao
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da energia e da quantidade de movimento, a energia transferida para um atomo do alvo é

descrita segundo a equagdo 3.1 (Mattox, 2010).

Eq _ cos?0
B 4 M;M, RETAT] (3.1)

onde E é a energia, M a massa, 8 é o angulo medido a partir da linha que une os centros
de massa (figura 3.1), o indice i a particula incidente e a a particula do alvo. Retira-se da
equagao que o maximo energia transferida ocorre quando 8 = 0° e quando as massas das

particulas séo iguais.

< 0.06 (60°) 0.06 (60°) —>
0.24 0.5 0.83 1.0 0.83 0.5 0.24

Figura 3.1. Distribuicdo coseno de particulas ejectadas do alvo, em fungdo do angulo. Em fungdo do éangulo da

particula incidente ocorrera a ejec¢do num determinando angulo. [Fonte: Mattox, 2010]

Neste ponto importa salientar o porque do uso de gases inertes como gases de trabalho,
sejam o Cripton (Z=84), Xénon (Z=131) e Argon (Z=40). O facto de estes gases possuirem
um numero atbmico elevado aumenta o rendimento de pulverizacdo. Por outro lado, nao
reagem com os atomos do alvo, ndao formando composto indesejados. O uso do argon
prende-se fundamentalmente com a disponibilidade e pre¢co no mercado em comparagao com
os gases referidos.

Os electrées secundarios emitidos pela superficie do alvo ao deslocarem-se para o anodo
(substrato) colidem com atomos do gas, provocando ionizagbes sucessivas caso possuam
energias elevadas. Este mecanismo € vital para a formacdo e manutencdo do plasma
promovendo que o processo de pulverizacdo ocorra de forma continua (Cavaleiro & Vieira,
1995).

As particulas ejectadas que possuem energia suficiente para atravessar 0 espago
intereléctrodos, depositam-se sobre o substrato. Este percurso ndo é pacifico, pois nele as

particulas encontrardo uma mistura de atomos, ides e electrdes que provocardo uma perda de
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energia acentuada, podendo levar a termalizagdo da particula. Obviamente que ha particulas
que atravessam o0 espaco intereléctrodos por difusdo, atingindo o substrato com energia
elevada e trajectorias distorcidas relativamente a normal. Contudo o facto de se usar pressoes
de deposicado elevadas para formacdo de plasma, induz uma diminuicdo do livre percurso
médio das particulas, objectivando-se em taxas de deposi¢do reduzidas. Esta desvantagem &
colmatada com o modo magnetrdo, descrito no ponto 3.2.2.

A deposicéo de tais particulas (1-40 eV) ocorre por condensagdo, processo que pode ser
descrito por trés fases: a primeira em que as particulas incidentes transferem a energia
cinética para a rede do substrato, tornando-se &tomos ndo ligados (adatomos);
posteriormente ocorre a estabilizagdo energética da rede pela difusdo e troca de energia entre
os adatomos e espécies adsorvidas, alocando-se em regides de baixa energia; e por ultimo
os atomos incorporados reajustam as suas posigbes na rede por processos de difusdo em
volume (Bogaerts ef al., 2002; Cavaleiro & Vieira, 1995).

A grande versatiidade da técnica pressupbe a existéncia de varios parametros de
deposicao, designadamente: potencial e corrente i6nica para o alvo, gas de trabalho, pressao
de deposicao, intensidade do campo eléctrico, distancia intereléctrodos, geometria da camara
de deposicao, polarizagdo e corrente i6nica para o substrato, temperatura do substrato, entre

outros. A alteragdo num dos parametros induz alteracdo nos demais.

3.2.2. MoODO MAGNETRAO

O modo magnetrdao difere do modo convencional pela aplicagdo de um campo magnético
proximo da regido do alvo, permitindo o confinamento do plasma nessa regido. Deste modo,
os electrdes secundarios emitidos da superficie do alvo sdo obrigados a percorrer
determinadas trajectorias, dependentes das linhas de campo, onde ionizam os atomos do gas
de trabalho (Mattox, 2010). O resultado desta configuragdo € indubitavelmente o aumento da
taxa de ionizacdo, que se traduz num aumento das taxas de pulverizacdo e deposi¢do. O
aumento da taxa de deposi¢cao decorre da possibilidade de uso de pressGes mais baixas, o
que se traduz em menos processos de colisdo das particulas ejectadas e consequentemente
a nao termalizagdo das particulas, depositando-se no substrato com mais energia (Cavaleiro &
Vieira, 1995).

A configuracdo magnetrdo mais usual é planar, que se caracteriza por formar duas faixas
paralelas erodidas, motivado pelo campo magnético ser paralelo a superficie e as linhas de
campo passarem nessas trajectérias. O facto de o plasma nao ser uniforme faz com que
apenas uma parte do alvo seja pulverizada (10-20%) ndo permitindo o uso total do mesmo.

A posicdo do substrato deve ser criteriosa de tal modo que se maximize a deposi¢do (Mattox,
2010).
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Figura 3.2. Magnetrdo e alvo utilizados.

3.2.3. MoDO REACTIVO

Designa-se por processo nao reactivo quando um dos gases injectados na cémara nao
participa directamente na formagdo do composto, ou seja, apenas participa na pulverizagdo do
alvo. O processo reactivo caracteriza-se por pelo menos uma das espécies reactivas entrar
na camara de deposicdo na fase gasosa. Os gases reactivos podem ser introduzidos na
camara na sua forma molecular (N,, O,) ou na sua forma activada (N, O, N*, O") (Mattox,
2010). Tipicamente os gases reactivos tem baixo niumero atémico, ndo tendo capacidade de
pulverizagdo directa. Contudo a injeccdo de um gas de trabalho que tem essa fungao,
provoca uma mistura de gases na camara que despoleta a activagdo por processos de
excitagdo/ionizacdo. As espécies reactivas podem ser activadas por diversos processos,
alguns dos quais por dissociagdo molecular (0, + e~ = 207), produgdo de novas espécies
moleculares quimicamente reactivas (0, + e~ = 20° e 0° + 0, - 03), produgéo de ibes nas
superficies, aumento da temperatura do gas, etc (Mattox, 2010)..

As vantagens da pulverizagdo catddica reactiva sdao a facilidade de uso de elementos
gasosos que pela producdao de alvos compostos se tornaria dispendiosa, a possibilidade de
deposicao de substancias electricamente isoladoras e o controlo do caudal do gas reactivo
permitindo revestimentos com gradientes de composi¢cao quimica. Por outro lado, tem como
principal inconveniente a possibilidade de “envenenamento” do alvo (formagdo camada de um

composto), provocando uma diminuicdo da taxa de deposigao.

3.2.4. MICROESTRUTURA DOS FILMES FINOS

O crescimento do revestimento da-se pela continua deposicdo de novas particulas e a sua
nucleagdo em atomos anteriormente depositados. A forma como o crescimento se processa
determina importantes propriedades dos filmes, nomeadamente a densidade do filme, area

superficial, morfologia e o tamanho de grdo. Estas propriedades exibem uma grande
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dependéncia da pressado de deposicdo e da temperatura do substrato. Thornfon explica o tipo

de estrutura com base nestes dois parametros, como exemplificado na figura 3.3 (d).

. Zona livre de
™ _ defeitos
-] Zona 1induzida f \]
(a) -|_pelo substracto i ‘r -

efeito sombra

(b)

difusdo superficial

. q ) =

& i i -
(c) <~ Recristalizacdo e -
difusdo em volume crescimento do gréo -

(d)

Microestrutura final

Temperatura do

Pressdo do gas °
substracto (Ts/T;)

de trabalho (Pa) : G ;5'

Figura 3.3. Representacédo dos efeitos sombra, difusédo superficial e difusdo em volume e estrutura do revestimento
em fungdo da temperatura deo substrato e da pressdo de deposicao.

[Fonte adaptada - http://www.pvd-coatings.co.uk/wp-content/uploads/tszmodel.jpg]

Sao varios os factores que contribuem para o crescimento de um dado tipo de zona,
contudo o angulo de incidéncia dos adatomos [figura 3.3 (a)], a razdo entre temperatura de
deposicdo e temperatura de fusdo do revestimento, a mobilidade dos adatomos [figura 3.3
(b)], o processo de difusdo em volume [figura 3.3 (c)] e a rugosidade do substrato
combinam-se para formar um tipo de microestrutura [figura 3.3 (d)] (Mattox, 2010). A
influéncia do angulo de incidéncia dos adatomos na microestrutura é explicada com recurso a
figura 3 a), em que se mostra que os picos recebem o fluxo de adatomos provenientes de
todas as direcgdes com excepcdo a direccdo normal. Os adatomos ao chocarem com o

revestimento se possuirem pouca energia aumenta a probabilidade de permanecerem no local
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de embate, ndo se acomodando em locais de mais baixa energia, formando estruturas
colunares. Por outro lado, se as particulas que chocam com o substrato/revestimento tiverem
um maior afinidade entre elas do que com o substrato ou com determinadas particulas, pode
ocorrer a segregacdo/coalescéncia das particulas, formando “montes” e deixando por isso
locais vazios. Estes factores dependem essencialmente da pressao de deposi¢do, temperatura
e polarizagdo do substrato. Deste modo, a formagdo de estruturas tipo zona 1, estrutura
colunar aberta, obedece a pressdes de deposicdo elevadas e temperaturas de substratos
baixas, o que provoca uma elevada densidade de plasma e consequentemente uma
diminuicdo do caminho médio livre entre colisbes levando ao aumento da probabilidade de
termalizagdo das particulas entre eléctrodos (Cavaleiro & Vieira, 1995). Assim, a difusdo dos
adatomos a superficie é insuficiente para colmatar os efeitos do angulo de incidéncia das
particulas. H4 produgéo de revestimentos com elevada area superficial. O efeito do angulo de
incidéncia pode ser menorizado com o movimento do substrato relativamente ao alvo.

A zona T, estrutura colunar densa, é considerada a zona de transigcdo das zonas 1 e 2.
Devido a diminuicdo da pressao de deposicdo, o bombardeamento do substrato por atomos
neutros reflectidos na superficie do alvo aumenta, o que promove um alisamento da
superficie, ou seja, ha erosdo dos picos e preenchimento dos vales, resultando numa
morfologia colunar mais densa. Com o aumento da temperatura do substrato, o efeito do
angulo de incidéncia € atenuado com o aumento da mobilidade dos adatomos e difusao
superficial, o que promove a densificacdo das colunas e consequente aumento de grdo. A
estrutura da zona 2 é uma mistura de colunar e granular. Na zona 3 verifica-se um
crescimento de grdo e a transformagdo das colunas em grdaos promovido pelo crescente
aumento da temperatura do substrato e alcangado por difusdo em volume.

Resumindo, o aumento da temperatura do substrato provoca o aumento da densidade dos
filmes, enquanto o aumento da pressao provoca um efeito contrario.

A polarizagdo negativa do substrato, desencadeia 0 aumento de colisbes de ides carregados
positivamente com o mesmo. Este processo € acompanhado de um aumento da temperatura,
geracdo de defeitos pontuais, aumento da mobilidade dos adatomos, etc., sob o efeito de
mecanismos explicados anteriormente.

De notar que a densidade do revestimento €& determinante para um conjunto de

propriedades, entre as quais algumas que iremos estudar: dureza e angulo de contacto.

3.2.5. EQUIPAMENTO E CONDIGOES DE ENSAIO
O equipamento de pulverizacdo catédica utilizado é essencialmente composto por uma
cémara de deposi¢cdo, um sistema de vacuo, um sistema de controlo de fluxo de gas, um

sistema eléctrico, uma ante-cdmara e uma unidade de controlo.
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A camara de deposicdo tem forma cilindrica, didmetro aproximadamente de 0,4 m e um
volume proximo de 14 m?, podendo conter um méaximo de quatro magnetrdes. No presente
estudo, utilizou-se um magnetrdo plano de forma rectangular. Os substratos, silicio e vidro,
foram posicionados no centro da camara num porta substratos polarizado e com movimento
de rotagdo. Relativamente aos alvos, titdnio incrustado com pastilhas de prata, estes
posicionaram-se em extremidades opostas da camara de frente para o porta-substratos.

O sistema de vacuo é constituido por trés bombas rotativas e duas bombas
turbomoleculares. O vacuo primario &€ conseguido com auxilio de duas bombas rotativas
paralelas, Trivac D&B e Balzres DUO 012A, com velocidades nominais de bombeamento de
2,36 Ls' e 3,33 Ls™, respectivamente. O vacuo secundario ou pressdo base, inferior a 4x10°
* Pa, & alcangado através de duas bombas turbomoleculares Balzres TPU200 e Alcatel
PTM5400, com velocidades nominais respectivamente de 190 Ls' e 400 Ls™. A pressdo
dentro da cadmara é monitorizada através de dois mandmetros da marca Edwards, Pirani

PRL 10 (vacuo primario) e Penning CP25-K (vacuo secundario).

Figura 3.4: Equipamento de produgdo de revestimentos - pulverizagdo catoédica - situado no Campus Azurém,
Universidade do Minho. (1) fonte de tensdo para etching; (2) sistema de controlo geral; (3) controlador de
temperatura; (4) fonte de tensdo dc para os alvos; (5) camara de pré-vacuo; (6) sistema de vacuo; (7) camara de

vacuo principal; (8) bomba turbomolecular.

A ante-camara tem a fung¢do de diminuir o intervalo de tempo para alcangar-se a pressao

de base e reduzir a contaminagdo da camara. Para tal, estd conectada a uma bomba rotativa
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Edwards E2M18, de velocidade nominal 5,7 Ls™, que permite obter vacuo primario de cerca
de 2 Pa.

O sistema eléctrico € composto por dois geradores DC Huttinger, modelos PGF2500DC e
PFG7500DC, com poténcias maximas de 2,5 e 7,5 kW, respectivamente.

O porta-substratos é conectado a uma fonte de tensdo, EN/ RPG50, que permite a
polarizagdo do substrato. Finalmente, o sistema de controlo de fluxo de gas &€ composto por
debitdbmetros e valvulas controladas por um computador.

Nas quatro deposi¢cbes realizadas, os valores dos parédmetros de deposicdo, tabela 3.2,

mantiveram-se inalterados.

Tabela 3.2. Valores dos pardmetros de deposigao.

Parametro Valor
Temperatura porta-substratos ambiente
Polarizagdo DC substracto -50V

Fluxo / Pressao de Argon 60 sccm / 0,3 Pa
Fluxo / Pressao parcial de Oxigénio 9 sccm / 0,08 Pa
Distancia alvo-substrato 7 cm

Pressdo base 2x10°® mbar
Corrente 2 A
Duragao 3600 s

Previamente ao processo de produgdao dos filmes, os substratos foram sujeitos ao
bombardeamento com ides de argon (“efching’) com o objectivo de limpar a superficie /in situ
(remogéo de possiveis camadas de Oxido e outras impurezas) e criar microdefeitos que
favorecessem a nucleagcdo de atomos a depositar. A adesao do filme & consideravelmente
melhorada com esta pré-pulverizagdo. Os parametros da pré-pulverizagdo encontram-se na

tabela 3.3.

Tabela 3.3. Valores dos parametros de pré-pulverizagdo (“etching’).

Parametro Valor
Fluxo de Argon 60 sccm

Corrente 0,5A

Duracéo 900 s
Frequéncia 200 kHz
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3.3. TRATAMENTO TERMICO

Os filmes depositados foram sujeitos a tratamento térmico com o intuito de estudar as
alteragOes estruturais e as propriedades dai resultantes.

O tratamento térmico € um conjunto de operagbes de aquecimento e arrefecimento sob
condi¢cdes controladas de temperatura, presséo, velocidades de aquecimento e arrefecimento,
e composicdo da atmosfera do forno (Coblenz, 1991). O objectivo do tratamento é alterar a
estrutura do material, alterando desse modo as suas propriedades, nomeadamente a dureza,
resisténcia mecanica, resisténcia a corrosdao, remocgao de tensdes internas, etc (Chiaverini,
1986). Contudo para que se efectivem as alteragbes desejadas, a temperatura maxima de
aquecimento e a velocidade até alcangar a mesma deve ter em conta a temperatura de
recristalizacdo. Os diagramas de equilibrio sdo um o6ptimo instrumento de analise. No que
concerne ao tempo de permanéncia, este deve ser seleccionado de modo a que os efeitos da
temperatura se objectivem uniformemente. A escolha da atmosfera (vacuo, hidrogénio, azoto)
pende para evitar ou ndao processos de oxidagado e descarbonatagdo. Quanto a velocidade de
arrefecimento, esta deve ser um compromisso entre o arrefecimento rapido e lento. No
primeiro constata-se o aparecimento de tensdes internas elevadas, ja o segundo pode impedir
que as modificagbes estruturais alcangadas durante o0 aquecimento se realizem
completamente (Chiaverini, 1986 ).

O tratamento térmico tem como fundamento o facto de os atomos oscilarem em torno das
suas posicoes de equilibrio possuindo uma energia atomica 3kT, sendo k a constante de
Boltzman e T a temperatura. Ao oscilarem transferem energia aos atomos em redor,
possibilitando num determinado instante a acomodacgdo do atomo noutro ponto da rede (Ashby
& Jones, 2007). Decorrente da implicagdo da temperatura na energia atbmica, o aumento
desta proporciona mais energia atomica, o que facilta a que seja alcangado mais
rapidamente a energia da barreira do potencial. Por outro lado, haverd um aumento
generalizado das energias promovendo-se trocas constantes, ou seja, a velocidade de difusao
aumentara. A férmula de Arrhenius exprime a velocidade de difusdo em relagdo a temperatura

(ScienTek, 2006).

3.3.1. FORNO ELECTRICO

O tratamento térmico foi realizado num forno eléctrico. Estes fornos baseiam-se na lei de
Ohm, que postula que a aplicagdo de uma diferenga de potencial nos terminais de uma
resisténcia gera uma corrente eléctrica que por sua vez ao atravessar a resisténcia tem uma
poténcia associada segundo a equagdo P = [?R. Esta poténcia proporciona o aquecimento.

Os parémetros do ciclo térmico estdo expressos na figura 3.5.
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300 °C / 1h

4.8 °C/min
70 °C

Temperatura

ambiente

Figura 3.5: llustragdo dos passos do ciclo térmico. O vacuo primario foi alcangado & pressdo 10 mbar e o

secundario a 10" mbar.
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4. METODOS E TECNICAS DE CARACTERIZAGAO

4_1. TECNICAS FisIiCAS

A caracterizacdo fisico-quimica dos revestimentos foi avaliada com recurso a diferentes

técnicas, consoante a informagao que se pretendia obter, como apresentado na tabela 4.1.

Tabela 4.0.1. Classificagdo das técnicas de caracterizagdo em funcédo da informagdo adquirida.

Caracterizacdo Técnica Informagéo
Composigcao quimica EPMA Teor elementar
Morfologica SEM Morfologia
Espessura
AFM Topografia
Rugosidade
Estrutural XRD/HTXRD Identificagéo de fases

Parametros de rede
Tamanho de grao
Mecanica Nanodureza Dureza

Quimica Angulo de contacto Hidrofobicidade

4.1.1. MICRO-ANALISE SONDA ELECTRONICA

A composicdo quimica elementar dos revestimentos é o ponto de partida para uma analise
macroscopica. A compreensao da distribuicdo dos electrées nos atomos bem como o tipo de
ligacbes interatbmicas entre eles fornecem dados valiosos para o estudo das propriedades
dos materiais. A técnica micro-anélise por sonda electronica permite a analise da composi¢ao

quimica elementar qualitativa e quantitativamente, sendo uma técnica nao destrutiva.
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Interacgdo dos electrdes com a matéria

Quando um feixe de electrbes incide num material, podem ocorrer diversas interacgoes,
classificadas em elasticas e inelasticas. Nas interacgbes elasticas ndo ocorre transferéncia de
energia para o atomo enquanto que nas inelasticas os electrdes incidentes cedem energia
aos electrdes atomicos. A energia cedida caso seja suficiente para ejectar um electréo
atbmico, provoca a ionizagdo do atomo levando a ocorréncia de transi¢bes electronicas de
modo a que o atomo “regresse” ao seu estado energético mais favoravel, o estado
fundamental (Eisberg, 1979). A transicdo de um electrdo de uma camada exterior para uma
vaga de uma camada mais interna, €& acompanhada pela emissdo de radiagdo
electromagnética de alta energia, os raios-X (caracteristicos). Ora, a energia emitida sob a
forma de raios-X € igual a diferengca entre os estados energéticos interveniente na transigao
electronica e sabendo que cada elemento possui um numero caracteristico de electrbes
distribuidos segundo orbitais electronicas conhecidas, a identificacdo do elemento torna-se

facil (Krumeick, 2011).

Feixe de
electroes incidente

Electrées ’
Retrodifundidos Raios-X

Electroes

Electroes Secundarios

Auger

amostra

Electroes difundidos Feixe Electrées difundidos
elasticamente directo ineslasticamente

Figura 4.0.1: Esquema da interac¢do de um feixe de electrées com uma amostra. Quando a espessura da amostra
€ demasiado fina, verificam-se os acontecimentos ilustrados abaixo da amostra.

[Fonte adaptada http:/ /www.microscopy.ethz.ch/images/ww.jpg ]

Andlise quantitativa

De uma forma simplista, a quantificacdo dos elementos da superficie da amostra &
efectuada posicionando a amostra, os cristais e o detector de forma a que se verifique a lei
de Bragg (equacdo 4.1). Os raios-X dependendo da energia e portanto do comprimento de
onda que transportam sao “seleccionados” por um cristal com determinada distancia
interplanar de modo a verificar-se a lei ja referida. Seguidamente, os raios-X reflectidos
entram num detector através de um colimador, onde sao absorvidos pelos atomos de um gas

(exemplo Ar), que provoca a emissdo de fotelectrdes. Estes através de ionizagdes sucessivas
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produzem um pulso eléctrico cuja amplitude & proporcional a energia dos fotdes de raios-X
originais. A contagem dos impulsos &€ comparada com valores padrdo do elemento de
interesse, aplicando o método de correcgdo ZAF (Z-correcgdo do efeito do nimero atomico,

A-correcgdo do efeito de absorgdo e F-correcgdo do efeito da excitagdo por fluorescéncia)

(Cahn, 2005; Henry & Goodge, 2011).

CAMECA - SX50

O equipamento utilizado nesta analise foi uma micro-sonda da marca CAMECA, modelo
SX50, equipada com dois espectrometros por dispersdo angular de comprimento de onda e
quatro cristais distintos que permitem a detec¢do de todos os elementos da Tabela periddica,
desde o boro até ao urénio.

Os ensaios foram efectuados segundo tensbdes de aceleragdo de 15 kV e corrente de feixe
de 40 mA. Para uma quantificacdo mais exacta foram realizadas quatro medi¢Ges aleatérias

pontuais na superficie dos filmes.

4.1.2. DIFRACCAO RAIOS-X

O estudo da microestrutura € essencial para compreender o comportamento macroscopico
do material. Uma estrutura policristalina & constituida por diversos cristais que se organizam
em pequenos dominios coerentes separados por redes de deslocagdes. Em cada dominio
coerente consegue-se estabelecer planos de atomos separados por uma distancia interplanar.
Estes planos caracterizam-se por possuirem elevada densidade atomica e por conseguinte
electrénica, facto que despoleta a difraccdo de fotdes e consequente interferéncia dos
mesmos. A difraccdo de raios-X € uma técnica nao destrutiva que permite o estudo da

microestrutura do material.

Lei de Bragg

Um feixe de raios-X monocromatico quando interage com a superficie de um material
cristalino, observa-se a difusdo coerente da radiagdo pelos atomos do material. Parte da
radiagao incidente é reflectida no primeiro plano estrutural e a restante penetra na estrutura
sendo reflectida nos planos sucessivos (A4/), originando um reforgo da onda inicial caso se
verifique igualdade entre as diferengcas de percursos Opticos e um mdltiplo inteiro do
comprimento de onda do feixe incidente. Este modelo traduz as condicbes geométricas
necessarias para ocorréncia de difraccdo de raios-X, postuladas pela lei de Bragg (Cahn,

2005):

Zdhklsin9=n/1 (41)
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Figura 4.0.2: Esquema da lei de Bragg. [Fonte: ASHCROFT, 1976]

sendo dpy; a distancia entre planos cristalinos, 6 o angulo de difraccdo que corresponde ao
angulo descrito pelos raios incidentes e os planos difractantes e n a ordem de difraccao que
respeita a diferenca de percursos entre as ondas difractadas por dois planos consecutivos,
tomando sempre valores inteiros positivos.

A analise estrutural do material através da técnica mencionada, baseia-se fundamentalmente
em trés grandezas distintas obtidas da analise de cada pico de difrac¢cdo, a saber: a posigao,
a intensidade e a forma do pico de difracgdo (Castanhola, 2010).

A posicdo do pico de difraccdo esta relacionada com o valor médio das distancias
interplanares dos planos cristalograficos, fornecendo informacdo relativa a natureza do
material e fase, bem como de tensdes residuais. A intensidade do pico relaciona-se com a
fraccdo volimica de material a difractar, sendo afectada pela orientagdo dos dominios
coerentes de difracgdo. Esta grandeza informa acerca da dosagem de fases cristalinas bem
como da presenga de texturas cristalograficas. A forma do pico € influenciada pela dimensao
e deformacao propria de cada dominio coerente de difrac¢do, além da heterogeneidade dos
mesmos. Esta grandeza também depende do alargamento instrumental do equipamento. O
tamanho do cristalito (grdo) e a presenca de microdeformagdes sdo informagbes que se

obtém analisando a grandeza referida.

Determinagéo da Estrutura e Tamanho de Gr&o

A identificacdo e indexacdo das fases foram efectuadas por comparagdo dos valores das
distancias interplanares dos difractogramas obtidos com os das tabelas das fichas ICDD*.

O tamanho do cristalito ou gréo foi calculado segundo a féormula de Scherrer (Sodré, 1996):

091

D, = —22
g FWHM cos0

(4.2)

* International Centre for Diffraction Data
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que relaciona o tamanho médio de grdo, Dy, com a largura a meia altura dos picos
difractados, FWHM. % e & referem-se ao comprimento de onda da radiacdo e a posicdo da
linha de difracgéo, respectivamente.

A largura de um dado pico de difracgdo é tanto maior quanto menor for o tamanho de
grao, sendo este alargamento traduzido por uma curva do tipo Lourentziana. Contudo, a
presenca de defeitos num sélido interferem com as disténcias interplanares resultando numa
dispersdao de valores e consequentemente alargamento do pico de difraccdo. Este efeito &
traduzido por uma curva do tipo Gaussiana (Louro, 2000). Tomando em consideragdo ambas
as contribuicbes para o alargamento do pico, a influéncia do tamanho dos cristalitos e das
microtensdes, na determinagédo da posicao e correspondente largura a meia altura do pico de
difracgdo efectuou-se a desconvolugdo dos picos que apresentavam assimetrias evidentes,
com recurso ao programa Origin® utilizando uma funcao tipo Voigf, que é a convolugdo das

fungdes Gaussiana e Lourentziana.

Philips X Pert

Os ensaios de analise estrutural foram efectuados com recurso ao difractometro Philips,
modelo X Pert com gonidmetro PW 3020/00, sob tensdo de 40 kV e uma intensidade de
corrente de 35 mW, equipado com um detector unidireccional em arco de circulo de 120°
com uma resolugdo de 0,03°. A ampola de raios-X possui um anticatodo de cobalto
(Ky,=1,78896 A e K,,=1,79285 A). Para analise dos difractogramas procedeu-se a
eliminagéo do efeito da componente K,, através do programa auxiliar do equipamento.

Os ensaios foram realizados em modo rasante, com &angulo de incidéncia de 2°, passo
0,04° e tempo de aquisi¢cdo de 1s por canal.

O difractometro utilizado tem a possibilidade de operar a altas temperaturas (HTXRD),
acoplando-se uma camara de marca Anfo Paar, modelo HTR16, que possui um filamento de
platina, permitindo o aquecimento da amostra até a temperatura de 1500°C. Os ensaios a
quente foram efectuados em atmosfera redutora (Ar/H,) para pressées de 5Pa, modo
rasante com intervalo de difracgdo 20°< 26 <80° e ciclo térmico com comego a temperatura

ambiente e término a 750°C com um aumento gradual de 100°C.

4.1.3. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE VARRIMENTO

Na area da nanotecnologia, o tamanho minimalista das estruturas impede que o microscopio
optico seja um recurso valido. O microscopio electrénico de varrimento devido a sua elevada
resolucéo, elevada profundidade de campo associado geralmente a técnica de espectroscopia
de dispersao de raios-X, permite o estudo da morfologia, espessura e composicdo pontual

semi-quantitativa dos revestimentos.
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Principio de Funcionamento

Um feixe de electrbes é gerado a partir de uma pequena regido da superficie de um cristal
por efeito de campo. A aplicagdo de um campo eléctrico muito intenso na vizinhanga do
emissor origina a emissao de electrbes que ultrapassam a fungdo de trabalho da superficie
por efeito de tlnel. Pela aplicacdo de uma diferenca de potencial, 1-30 kV, os electrdes sao
acelerados para o anodo. O potencial determina a energia cinética do feixe de electroes
emitido que ao atravessar o sistema O6ptico constituido por uma lente condensadora e uma
lente objectiva & finamente focado. Seguidamente, um conjunto de bobines de varrimento
deflectem o feixe e realizam o varrimento numa sequéncia de linhas paralelas ao longo da
zona observada no ecrd (Sa & Monteiro, 2011; Skoog, 2002). O feixe de electrbes ao interagir
com a amostra provoca a emissdo de radiagdo (figura 4.1), corpuscular e electromagnética,
que é colectada por detectores especificos. Frequentemente é associado ao SEM um ou mais
espectrometros de raios-X, possibilitando uma analise da composi¢do quimica elementar num
dado ponto. Em todo o processo existe uma correspondéncia entre o local de incidéncia do
feixe na superficie e o pixel da imagem cujo brilho representa a intensidade da radiagdo

emitida (1, 2011).

Formagéo da imagem
A interaccdo do feixe de electrbes com a amostra provoca a emissao de radiagéo,
nomeadamente electrées. No espectro de emissdao de electrées produzidos por electrdes
primarios distinguem-se essencialmente, figura 4.3, (Castanhola, 2010):
e um pico relativamente fino, correspondente aos electrdes retrodifundidos;
e uma bossa causada por electrées secundarios, com um maximo nas energias de 10
eV;

e picos saindo da bossa anterior, correspondendo a electrdes Auger.
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Electroes
Secundarios (SE)

1 1
«——+— Electrdes Retrodifundidos (BSE) —

Electrbes _ |
i Auger (AE) |
l / A\ :

Numero de Electrées

50 eV ~2000 eV =

Figura 4.0.3: Espectro de emisséo de electrdes.

[Fonte adaptada - http://www4.nau.edu/microanalysis/Microprobe-SEM/Images/Electron_Spectrum.jpg ].

Os electrées secundarios tém origem em interacgdes inelasticas dos electrées primarios com
os electrées atémicos, sendo o sinal proveniente de uma profundidade de cerca de 10 nm.
Caracterizam-se por possuir energias entre 1 e 10 eV, sendo a intensidade essencialmente
fungdo da topografia e portanto a imagem criada sera o contraste do sinal topografico (Cahn,
2005; 2, 2011). Estes electrdes sao colectados por um detector (3, 2011) constituido por um
ecrd de material cintilador cuja emissdao de luz é detectada e amplificada através de um
fotomultiplicador que gerara um sinal eléctrico, produzindo uma imagem da topografia.

Os electroes retrodifundidos provéem de interacgdes elasticas entre os electrdes primarios e
os atomos da amostra, sendo provenientes de regidbes até 1 um de profundidade. A
intensidade deste sinal & funcdo da orientacdo da amostra relativamente ao feixe e do
numero atdbmico desta, permitindo obter contraste de nimero atdmico, ou seja, informacéo
relativa a variagdo da composicao quimica da amostra. Os detectores utilizados sao

geralmente semicondutores ou cintiladores (12, 2011).

FEl Quanta 400F

No estudo morfolégico dos filmes utilizou-se um microscopio da marca FEI, modelo Quanta
400F que tem acoplado um sistema de microanalise com um espectrometro por dispersdo de
energia. As condicbes de operagcao foram 15 kV de tensdo de aceleracdo e pressdo na
cémara de aproximadamente 90 Pa.

A morfologia em secgdo transversal foi observada apds fracturar a amostra por impacto no
lado oposto ao substrato, tendo adquirido imagens com recurso a detectores de electroes

secundarios e electrdes retrodifundidos.
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Figura 4.0.4. Montagem do equipamento FEI Quanta 400F situado na Faculdade de Engenharia da Universidade

do Porto.

4.1.4. MICROSCOPIA DE FORGA ATOMICA

A técnica de deposicado e os materiais intervenientes promovem um dado tipo de morfologia,
referenciado no capitulo 3, que modela as propriedades do material, homeadamente a
rugosidade. A rugosidade por influenciar o valor do &ngulo de contacto, dureza e interacgbes
biolégicas € um parametro relevante que pode ser determinado com recurso a microscopia de
forca atobmica. Esta técnica permite obter um mapa da superficie a trés dimensdes com

elevada resolugao, extraindo-se a rugosidade.

Forgas interatdmicas

No estado sélido e liquido a uma organizacdo atdbmica estavel promovida por forcas
atractivas, significando que o sistema possui menos energia comparadamente com os atomos
constituintes livres (Dias, 2006). A energia necessaria para separar os atomos de um
composto é determinada pela subtraccdo a soma das energias dos atomos livres a energia do
composto, denominando-se a energia resultante por energia coesiva (Tsymbal, 2011). A curva
tipica que descreve a energia de interac¢do de dois 4tomos em funcdo da distancia entre eles
€ presente na figura 4.5. Uma vez que a forga interatobmica é o gradiente da energia segundo
a distancia interatomica:

F(R) = —‘;—;f (4.3)
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retira-se que para R>R, a energia aumenta gradualmente aproximando de O quando R tende
para infinito e neste caso a for¢a é atractiva. Quando R<R, a energia aumenta rapidamente,
tendendo para o infinito quando R é O, que corresponde a forgas de interacgdo repulsivas. O
ponto R, & denominado por distancia interatbmica de equilibrio verificando-se a anulagédo das
forcas mencionadas anteriormente. As forgcas repulsivas fundamentam-se no principio de
exclusdo de Pauli enquanto as forgcas atractivas, designadas genericamente por van der
Waals séo constituidas por trés componentes: interacgoes de Keesom, interac¢bes de Debye

e interac¢des de London (Dias, 2006; Giessibl, 2003).

f,..- energia repulsiva

energia de coesio I

L--I!- ;"
S T~ energia atractiva

¥

Figura 4.0.5. Energia de interaccdo entre dois 4tomos em funcdo da distancia entre eles. As forgcas repulsivas
regem-se pela equacgéo b/rn, sendo b caracteristico da substancia, r a distdncia e n & varidvel mas em geral
superior a 6. As for¢as atractivas sdo descritas pela razéo —a/re- Dado que n é, geralmente, superior a 6, as
forcas de repulsdo s6 se tornam relevantes para distancias interatdmicas muito pequenas.

[Fonte adaptada — Dias, 2006].

Principio de Funcionamento

A microscopia de forga atomica baseia-se na interac¢do de uma ponta agugada, geralmente
de Si ou Si;N, com um raio de curvatura de 4-40 nm, montada na extremidade de uma
haste (cantilever), com a superficie da amostra. Devido as forgas interatbmicas entre a ponta

e a superficie, o cantilever deflecte proporcionalmente a forca segundo a lei de Hooke:
F= —kx (4.4)

sendo F as forga interatdbmicas, k uma constante do material cantilever e x a deflexao.

A deflexao do cantilever é detectada pela reflexdo de um feixe laser no mesmo e recolhida
por um fotodiodo. A divisdo do fotodiodo em quatro partes permite que o feixe colectado se
posicione nos quadrantes e da partilha de intensidade e posi¢do nos quadrantes é construida
0 mapa topografico (Cahn, 2005).

As distancias a que ocorrem estas interac¢goes definem trés modos de operacdo: contacto,

nao contacto e intermitente (Zapping). O modo contacto (<0,5 nm), actua na regido das
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forcas repulsivas, & considerado um modo estatico devido a n&o oscilagdo do cantilever
durante o varrimento. Os modos dindmicos, ndo contacto (0,1-10 nm) e intermitente (0,5-2
nm), actuam predominantemente na regido das forgas atractivas e caracterizam-se pela
oscilagdo mecénica da ponta proxima da sua frequéncia de ressonancia. A interacgdo ponta-
superficie provoca a alteracdo da frequéncia de ressonancia reproduzindo-se na deflexdo do
cantilever (Manning et al, 2003). Esta variagdo é proporcional a variagdo das forgas
interatdbmicas e consequentemente reflecte a distdncia da ponta a superficie. A equacao 4.5

reflecte a quantificagdo das forgas interatdbmicas na frequéncia de ressonancia.

fo= \/% (4.5)

sendo k, a constante efectiva da for¢ca que é igual & constante de forca do cantilever menos

as alteragbes de forca verificadas € m a massa do cantilever. A oscilagdo mecanica é

D~

monitorizada pelo fotodiodo como explicado anteriormente. O movimento da ponta
conseguido através da realimentagdo do sinal do fotodiodo aos sensores piezoeléctricos da

amostra

Quantificagdo da rugosidade

A partir dos dados recolhidos por AFM pode-se caracterizar a superficie em termos de
parametros de rugosidade, a saber: rugosidade média, R,, o valor maximo entre pico e vale,
R,, valor quadratico médio da altura da superficie em relagdo ao valor meédio, R, entre
outros. Além destes, os paradmetros skewness e kurtosis, parametros adimensionais, avaliam
as diferencas entre vales e picos. O skewness mede a simetria da superficie em relagdo ao
plano médio através da equacdao 4.8, e consoante o valor seja positivo ou negativo
predominam picos ou vales, respectivamente. O kurtosis, equagdao 4.9 € um parametro que
mede a “textura” da superficie sendo mais sensivel a desvios do que o skewness. Valores do
kurtosis superiores a 3 traduzem a presenga de muitos vales e picos enquanto inferiores ao
valor referido significa baixa assimetria de vales e picos.

Os parametros mais utilizados utilizados sdo R, e R,. A rugosidade média, R, €&
determinada a partir da média aritmética do desvio da altura da superficie em relagdo a uma
linha média do perfil. A rugosidade quadratica média, R,, & a raiz quadrada do desvio & linha
média. A linha média & definida de modo a que as areas do perfil tracadas acima e abaixo

dela sejam idénticas.

Analiticamente, é dada por:
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Ra = %foleldx e Ry= E-fOL(Z(x))Z] (4.6 e 4.7)

1 1

— L L 3 _ L L 4
Rsie = LZ.RZ Zi:l Zf=1 zij e Ry = LZ.R;; Zi=1 Zj=1 Zij (4.8 e 4.9)

sendo z a altura da superficie acima da linha média, x a origem da linha média, L o

comprimento total do perfil analisado.

Veeco di Innova

O equipamento utilizado neste ensaio &€ da marca Veeco (Bruker) e modelo di Innova. O
material das pontas é Si;N, referenciados Bruker RTESPA-CP, com frequéncia de
ressonancia, f,, de 291-326 kHz e constante de forga, k, 20-80 Nm™.

Foram realizados varrimentos 10x10 pm? e 5x5 pm? com resolugdo de 512 linhas e
frequéncia variavel 0,6-0,8 Hz em modo intermitente.

Analiticamente, os dados foram analisados com recurso ao programa Gwiddion (16, 2011)
para obter valores de rugosidade média. As imagens tridimensionais foram processadas no

programa WSxM 4.0. (Horcas et al., 2007).

Figura 4.0.6: Equipamento Veeco Di Innova pertencente ao Centro de Engenharia de Materiais da Universidade de

Coimbra.

4.1.5. NANOINDENTAQAO
A dureza e o modulo de elasticidade derivam fundamentalmente de dois factores: as

ligacbes interatbmicas e o empacotamento dos atomos. As ligacdes primarias, covalente e
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ibnica, predominam no tipo de ligagbes que ocorrem em materiais ceramicos, ja& a estrutura
de empacotamento ndo segue um padrdo, dependendo dos atomos intervenientes de modo a
que a energia da estrutura seja minima (Ashby & Jones, 2007 ).

Para medicao das duas grandezas referidas e porque o material em estudo séo filmes finos
recorreu-se a nanoindentacdo devido a esta minimizar a influéncia do substrato aquando da
aquisicdo de dados. E aconselhavel que a profundidade de penetragdo n&o ultrapasse 10%

da espessura do filme (Cahn, 2005).

Conceito da nanoindentac¢éo

A deformagdo em corpos soélidos relaciona-se com a tensdo que a causou (Costa & Almeida,
2004). Detalhadamente, aquando da aplicagdo de uma dada tensdo num material verifica-se
primeiramente deformacao elastica e seguidamente deformacado plastica. A primeira € descrita
por uma relagdo linear entre a tensdo e a deformacéo, lei de Hooke, desaparecendo ap0s a
anulagédo das forcas que a geraram. A deformagdo plastica caracteriza-se por uma
deformagédo permanente, motivada pelo escorregamento dos planos atémicos.

O ensaio inicia-se com o movimento do indentador em direcgdo a superficie da amostra,
com elevada preciséo, através da passagem de corrente (dita a carga) por uma bobina que é
atraida por um iman. A posi¢cdo do indentador relativamente a amostra € monitorizada com
recurso a um sensor diferencial capacitivo. Durante o protocolo (fase carga, fluéncia e
descarga) sdo adquiridos dados da carga aplicada e da posigdo do indentador (profundidade

de indentacgdo), sendo gerada a figura 4.7 (Mann, 2005).

Carga, P

descarga

Deslocamento, h

Figura 4.0.7: Curva de tensdo - deslocamento evidenciando medidas importantes para os calculos pretendidos. P,
refere-se a carga maxima, h..,, € a profundidade maxima, S o declive da tangente a curva de descarga e h;
profundidade de contacto residual relacionada como a deformagdo plastica que permanece ap6s o recuo do

indentador. [Fonte adaptada — Oliver e Pharr, 2004 ]
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O método Oliver e Pharr (Oliver e Pharr, 2004) permite o calculo da dureza e modulo de
elasticidade baseando-se especificamente na analise da curva de descarga. A dureza €&
determinada segundo a razido entre a carga maxima aplicada durante o ensaio, P, € a area
de contacto entre o indentador e a amostra no inicio da fase de descarga projectada na

superficie da amostra, A..

Pmax
H = e (4.10)

Dos dados obtidos temos a carga maxima aplicada, faltando apenas o célculo da area
projectada na superficie da amostra. A area € descrita por uma fungéo polinomial de segundo
grau, equagcdao 4.11, com constantes A, B e C que tomaram valores 7960,318753,

1958,592748 e 20,22352894, respectivamente.
A, = A+ Bh, + Ch.* (4.11)

sendo h. a profundidade de deformacédo plastica. A determinagdo deste valor € conseguida
recorrendo a um algoritmo que comega por realizar um ajuste aos dados da curva de
descarga através da equacgéo 4.12 seguido da derivada dos dados ajustados de modo a obter
a profundidade h; que esta relacionada com a elasticidade do material e consequentemente

com a dureza.
P=a(h—hf)m (4.12)

onde P é a carga, h a profundidade de indentagdo e, m e a constantes que dependem da
forma do indentador.
A profundidade de deformacgao plastica é obtida aplicando a equagado 4.13., onde T é uma

constante que depende da forma do indentador, que para o Berkovich é de cerca de O,75.

he = hax — T(hmax — hy) (4.13)

* |dealmente, para a forma do indentador Berkovich a AC=24,5(hC)2
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indentador superficie inicial
d )
- » -

Figura 4.0.8: Pardmetros relacionados com a geometria de indentagdo, durante o processo de descarga.

[Fonte adaptada — Oliver e Pharr, 2004 ]

Além do calculo da dureza & ainda possivel determinar o modulo de elasticidade dos

revestimentos, através do modulo de elasticidade reduzido, E,.

1 1-v? 1-v2
ET_(Ei )+(Em) (4.14)
em que
—ap vm_
Er = dh 2./A, (4.15)

E representa o moédulo de elasticidade e v o coeficiente de Poisson, os indices i € m

referem-se ao indentador e amostra respectivamente.

MicroMaterials NanoTest

O equipamento utilizado neste ensaio € da marca MicroMaterials e simplificadamente é
constituido por um sistema de carga de base electromagnética aliado a um sistema capacitivo
que permite identificar a posi¢ao do indentador. O porta amostras € movimentado segundo as
direcgdes XYZ mediante trés motores. Pela conjugagdo do hardware e software permite a
aquisicao, registo e tratamento de dados. Os dados sdo processados pelo programa
NanoTest Platform.

Em cada ensaio foram realizadas dezasseis indenta¢gdes com uma carga maxima de 5 mN.

4.1.6. ANGULO DE CONTACTO

O modo de interaccdo de uma superficie sblida com as moléculas de um determinado
liquido € um factor a ter em conta aquando do desenvolvimento de um dado material,
projectando-se este de acordo com a sua aplicabilidade. Diversos factores intervém nesta

interaccdo, contudo podem-se diferenciar os mesmos de acordo com a origem, composi¢ao

42



METODOS E TECNICAS DE CARACTERIZAGAO

quimica, rugosidade, cristalinidade e energia livre de superficie inerente a superficie soélida;
tensao superficial do liquido e a factores externos, como a temperatura e a atmosfera.
O modo de interacgao referido traduz-se na molhabilidade de um so6lido, propriedade inferida

através da determinagéo do angulo de contacto entre a superficie do material e o liquido.

Forgas coesivas, adesivas e interfaciais

As moléculas de um determinado liquido mantém-se unidas por intermédio de forcas
intermoleculares, designadas forgas coesivas. A intensidade dessas for¢cas determina a tenséo
superficial do liquido, que é definidko como a energia por unidade area. Tal como os liquidos,
uma superficie sélida também possui uma tensdo superficial, definida como a energia média
dispendida para criar uma superficie de area unitaria (Bonn et a/, 2009; Kocevan, 2005).

O contacto entre uma gota de um liquido e uma superficie soOlida releva a competicdo entre
as forgas coesivas do liquido e as forgas adesivas liquido/soélido, na qual o balango é ditado
pela maior ou menor facilidade de o liquido aderir ao sélido, designado energia de adesédo
(Rocha, 2010). Esta & a energia necessaria para separar uma area unitaria da interface
liquido/soélido, e criar duas interfaces: solido/ar e liquido/ar. A necessidade referida advém
do facto de o desequilibrio de forgas intermoleculares existente na interface liquido/ar e
sélido/ar ser consideravelmente superior & interface entre fases condensadas, sendo portanto
termodinamicamente mais favoravel. A equagdo de Dupré (equagdo 4.16) expressa a energia
de adesdo como o resultado algébrico das tensbes superficiais do sélido,ys, liquido,y;, e

solido/liquido, yg; (Prechtel, 2005; Zisman, 1964).

Ws, =vs+vL—VsL (4.16)

Método Young-Laplace
Considere-se uma gota de liquido de raio r numa superficie soélida, figura 4.9. O balango
das forgas coesivas e adesivas tendera para o equilibrio, estado esse que esta relacionado
com o angulo que o liquido forma com a superficie solida, através da equacdao de Young
(4.17) (Prechtel, 2005):

Vs = VsL +yLcos0 (4.17)
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SOLIDO

Figura 4.0.9. Angulo de contacto e tensdes superficiais.

[Fonte adaptada - http://www.ramehart.com/images/cal.jpg]

Por outro lado, a tensao superficial actua de modo a minimizar a area de superficie e
consequentemente o volume da gota, enquanto a diferenca de pressdo interna, P;, e
externa, P,, actua no sentido contrario. Quando estas duas tendéncias se contrabalancarem é
alcangado o equilibrio. A forga resultante do efeito da tenséo superficial, y, € igual a 2nry,
sendo 2nr o comprimento da circunferéncia. A forga exercida pela diferengca de pressao tera
um valor de (P; — P,)mr?. Em equilibrio, as duas for¢as igualar-se-do surgindo a expressao

4.18, equacao de Young-Laplace (Pellicer et al., 2011):
1 1
P =—FR) =y +) (4.18)
1 2

sendo R, e R, os raios de curvatura principais da interface.

Contudo a equagao de Young quando aplicada a sistemas reais nao € reproduzivel, pois o
angulo de contacto em equilibrio pode nao ser igual ao angulo de contacto estatico medido.
Nesse sentido, a influéncia da rugosidade no valor do angulo de contacto é descrita pelos
modelos de Wenzel e Cassie-Baxter. O modelo de Wenzel assume que o liquido estabelece
contacto com toda a superficie rugosa, preenchendo as suas depressdes. A influéncia da
rugosidade € descrita pelo factor rugosidade, r, calculado pela razdo entre a area real e a

area geométrica da superficie (Kamusewitz e Possart, 2003):
cosO% = r cosf (4.19)

Uma vez que o factor rugosidade € sempre superior a 1, o0 modelo prevé que quando se
toma em conta a rugosidade:
e 0 angulo de contacto decresce para 6<90°, ou seja, 6"<6;

e 0 angulo de contacto aumenta quando 6>90°, o que implica 6*>6.

Inversamente, o modelo Cassie-Baxter (Bico, 1999), descrito pela equacdo 4.20., assume que
o liquido ndo molha completamente a superficie rugosa, devido a permanéncia de ar entre as

depressoes da superficie.
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c0os6¢B = —1+ (1 + cos6) (4.20)

onde ¢ é a fraccdo de solido em contacto com liquido. Do modelo conclui-se que quanto
menor for a area de sélido em contacto com liquido, maiores serdo os angulos de contacto.
Sendo a fracgdo sempre inferior a 1, este modelo prevé um aumento do angulo de contacto,
6°8, independentemente do angulo de contacto medido, 6.

Apesar destes dois modelos preverem angulos de contacto diferentes para a mesma
superficie rugosa, Patankar (2003) postula que a forma que uma gota adopta na superficie
sblida nem sempre corresponde ao estado de energia minimo do sistema, e que a diferenga
dos modelos pode residir num fosso metaestavel que pode ser atingido por aplicagdo de um

estimulo exterior (Bico, 1999; Koishi et al, 2009).

DataPhysics OCA20

Os angulos de contacto foram obtidos com recurso ao equipamento DataPhysics, modelo
OCAZ0, auxiliados com o software SCA20. Os principais dispositivos do sistema sao a
camara CCD, o sistema de video, uma lampada de halogéneo e uma seringa micrométrica (4,
2011). O método usado para determinagdo do angulo de contacto foi a gota séssil. 10 uL de
agua destilada foram adicionados a superficie solida por uma seringa micrométrica com
diametro de agulha de 0,52 mm. Aproximadamente um segundo apdés o contacto da gota
com o material capturou-se a imagem respectiva através de cadmara CCD (Sony H3). Os
ensaios realizaram-se a temperatura ambiente. O procedimento descrito foi repetido dez
vezes para cada material. O método de calculo do angulo de contacto comecga por atribuir
uma posicdo de linha de base e uma linha de contorno da gota. Estas linhas sao
determinadas pelo célculo das diferengas de brilho num pixel e nos pixéis adjacentes para
toda a imagem, correspondendo as posicdes de maximo contraste (Rocha, 2010). De referir
que frequentemente ha necessidade de ajustar a linha de base manualmente. Posteriormente,

a linha de contorno é ajustada uma fungéo corresponde a equagao de Young-Laplace.

4.2. METODOS DE CARACTERIZAGAO BIOLOGICA

A adaptagdao da protese ao coto € um processo moroso e em Ultima instdncia nunca é
perfeito, devido as constantes altera¢cdes da aerodindmica corporal sustentada nas alteragdes
do equilibrio pela auséncia do membro. O contacto entre a pele e o material testado revela-
se importante no sentido de proporcionar ao paciente o conforto e seguranca desejados.
Neste sentido, fez-se uma primeira avaliacdo /n vitro do impacto do material em estudo na

viabilidade de diferentes tipos celulares.
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4.2.1. AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE

A avaliacdo de um material como potencial para aplicagbes biomédicas rege-se por normas
internacionais, nomeadamente ISO® e ASTM’. A norma ISO/EN 10993 estipula que para
dispositivos em contacto com a pele por tempo superior a trinta dias®, estes sujeitar-se-do a
ensaios de citotoxicidade, irritabilidade e sensibilidade (13, 2011).

A viabilidade celular pode ser avaliada com recurso a varios métodos que avaliam o
indicador celular: integridade da membrana plasmatica, sintese de ADN, actividade enzimatica,
presenca de ATP, redugdo de determinados compostos, entre outros. No método escolhido a
avaliagdo do comportamento citotdxico do material /n vitro, é realizada pela capacidade de
reducdo mitocondrial do composto resazurina.

Os resultados dos testes /in vitro fornecem uma ferramenta de estudo importante que ira
permitir uma primeira seleccdo da composicdo menos agressiva para a viabilidade celular.
Contudo os resultados obtidos nao devem ser directamente extrapolados para /in vivo, ja que
nestes os parédmetros de ensaio ndo sao controlados, hd mecanismos de regulacdo e
eliminacdo de substancias toxicas, a estrutura de crescimento celular é tridimensional, e o
meio de crescimento possui diversos componentes sistémicos envolvidos na regulagdo

homeostatica, ao contrario do sistema /in vitro (Freshney, 2000).

4.2.1.1. PREPARAGAO DE AMOSTRAS

Nos testes de citocompatibilidade, as amostras de material devem ser adaptadas ao
tamanho das placas de cultivo. Cada pogo de uma placa de 24 pogos tem um diametro de
aproximadamente 15,4 cm, o que traduzido nas dimensGes do material a testar significa
amostras de 1,0x1,0 cm?. Deste modo maximizou-se a area do material de forma a que este
ficasse encaixado no fundo do pogo e totalmente emergido no meio de cultura.

A esterilizagdo das amostras decorreu no interior de uma camara de fluxo laminar vertical
marca Telstar®, procedendo-se & passagem das amostras primeiramente por etanol 70% e
consecutivamente por trés recipientes com agua ultrapura estéril, deixando-se secar a
temperatura ambiente dentro da referida camara.

Com a ajuda de uma pinca estéril, colocou-se o material no fundo de cada pogo, com a face

do revestimento orientada para cima.

¢ International Standarts Organization
” American Society for Testing and Materials

& Salvo manutencéo do dispositivo ou inadaptagdo do paciente
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Figura 4.0.10: Amostra dos materiais a testar. TiO2, Agl, Ag2, Ag3 e Ag4 em substrato vidro (esquerda para a

direita em cima), em baixo o mesmo material apds tratamento térmico.

4.2.1.2. CULTURA DE CELULAS

Fibroblastos embrionarios de ratinho inactivados com mitomicina C (P2°), originarios de
embrido de ratinho com 14 dias de gestagdo, foram mantidos em meio Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM D5671 - Sigma) suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino
inactivado (FBS) (20min. a 37°C), 1% (v/v) de steptromicina e 1,5%(v/v) de bicarbonato
de sodio. As células foram mantidas numa incubadora em atmosfera humida, regulada para a
temperatura de 37°C com 5% de dioxido de carbono. O meio de cultura foi renovado a cada
dois dias. Ap6s atingir-se confluéncia celular, as células foram destacadas do plastico com
tripsina e a concentragdo celular ajustada.

A linha celular BJ5ta (A7CC CRL40017), fibroblastos de pele humana imortalizados com
sobreexpressdo telomerase, foi mantida de acordo com as recomendacdes da ATCC'®: 4
partes DMEM contendo 4mM L-glutamina, 4,5g/L glucose, 1,5g/L bicarbonato de sddio e 1
parte de meio 199 suplementado com 10%(v/v) de soro fetal bovino e 1%(v/v)
streptomicina. As células foram mantidas em atmosfera humida, a 37°C e 5% de dioxido de

carbono. O meio foi renovado a cada dois dias.

4.2.1.3. ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR: ALAMAR BLUE

O reagente Alamar Blue® (/nvitrogen) (14, 2011) incorpora um indicador da actividade
metabodlica da célula, a resazurina. A resazurina € um composto de cor azul, ndo toxico e
permeavel a membrana celular que em presenga de redutases mitocondriais é reduzido a
resorufina, composto de cor avermelhada. Quanto menor for a viabilidade celular, menor sera

a quantidade de resazurina reduzida e menor o sinal espectrofotométrico.

° Passagem 2 significa que foram congeladas apos retiradas do rato, descongeladas e congeladas
novamente.

' American Type Culture Collection
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O protocolo passa por adicionar 10% (v/v) de alamar a cada pogo de uma placa de 24
pogos, e medir a absorvancia a 570nm tendo como referéncia 600 nm ap6s 1-5h. 570 nm e
600 nm sado os comprimentos de onda para os quais se verifica uma maior absorvancia de
resorufina e resazurina, respectivamente.

O espectrofotdmetro utilizado € da marca Molecular Devices, modelo Spectramax 340PC,

auxiliado pelo software Softmax®.

4.2.1.4. ENSAIO CONTACTO INDIRECTO

No método de contacto indirecto incuba-se o material durante alguns dias em meio de
cultura, o tempo suficiente para que haja eventual libertacdo de substancias do material para
o meio. Posteriormente, este meio condicionado é adicionado as células, ja aderidas a placa,
e a viabilidade celular é depois avaliada através de um indicador celular.

Todos os procedimentos envolvendo células animais foram realizados respeitando as regras
de trabalho em assepsia.

Para condicionamento do meio, para tal adicionou-se 600 puL de meio DMEM a cada pogo
contendo as amostras do material. A placa de 24 pogos foi selada com parafilme para evitar
contaminagdes e evaporagdo, e colocou-se na estufa a 37°C durante o periodo de tempo
respectivo (24 e 126h).

Para descongelar as células, a aliquota de MEF’s congelados foi rapidamente aquecida em
banho de agua a 37°C para 10mL de meio de cultura, centrifugando-se depois durante 7
minutos a 1500 rpm. O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 1 mL
de meio. Para avaliar a viabilidade celular, adicionou-se 1 parte (20 pL de azul triptano
(0,4%) a 20 pL da suspensdo de células num microtubo e contou-se as células viaveis com
auxilio de uma camara de Neubauer.

Para uma concentracdo de 100000 células/mL, adicionou-se o volume de meio necessario
e aplicou-se 10000 células por pogo (100 pL) numa placa de 96 pogos. Apos 24h de
incubacao, verificou-se a morfologia e confluéncia das células ao microscopio 6ptico. Aspirou-
-se 0 meio de cada pogo (placa 96 pogos) e aplicou-se 100 pL do meio condicionado.

Como controlo negativo utilizou-se apenas células cultivadas com meio DMEM e como
controlo positivo (toxico) as células foram expostas a 30% de dimetilsulfoxido (DMSO —
Sigma D2438).

As células foram mantidas em atmosfera himida a 37°C e 5% de CO, durante 24, 48 e
72h de incubacdo. No final de cada um destes periodos adicionou-se o reagente de
viabilidade celular Alamar Blue.

Em cada tempo ap6s 5h de reacg¢do procedeu-se a medicédo da viabilidade celular.
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O protocolo foi repetido para o tempo de condicionamento de 126h (5 dias), com uma
ligeira diferenga porque se adicionou-se 10 pL de L-glutamina ao meio com células, devido
ao tempo de cultura mais prolongado.

Este procedimento foi efectuado em triplicado. A disposicdo do material condicionado é
semelhante a ilustragdo da figura 4.12, com a placa dividida verticalmente 1 e 5 dias e sem

controlo positivo.

4.2.1.5. ENsSAIO CONTACTO DIRECTO

Neste método, as células sdo expostas directamente ao material durante alguns dias, ao fim
do qual &€ medida a viabilidade celular.

As células BJ5ta mantidas em cultura num frasco de 75 cm?, foram lavadas com PBS"
(1%) e adicionou-se 2 mL de tripsina (0,25%) para as destacar do plastico. Apdés 2 minutos
de incubacdo a 37°C, observaram-se as células ao microscépio para garantir que o processo
decorria com sucesso. 8 mL de meio de crescimento foram adicionados ao frasco e
posteriormente transferiu-se a solugdo para um falcon.

Para determinar a concentragdo de células, misturou-se 1 parte de azul triptano (0,4%) a 1
parte de suspensdao de células num microtubo e contou-se o nimero de células viaveis
recorrendo a uma cémara MNeubauer. Ajustou-se a concentragdo da suspensdao de células
para 160000 células/mL. Aplicou-se 500 pL da suspensdo a cada poco da placa de 24
pocos. ApOs incubacdao de 24h, adicionou-se 50 pL de Alamar Blue a cada pogo e
continuou-se a incubagdo durante 5h a 37°C. Para medir a absorvancia, removeu-se 100 pL
de cada pogo da placa de 24 e aplicou-se num pogo da placa de 96, em duplicado. O meio
restante foi aspirado e removeu-se o meio de cultura (500 pL) para posterior repeticdo do

procedimento as 72h. O protocolo foi realizado em triplicado.

4.2.2. AVALIACAO DO EFEITO ANTIMICROBIANO

A pele saudavel sem lesbes € uma barreira impenetravel a microorganismos (Claus, 1989),
no entanto em pacientes amputados o 6rgao esta debilitado e por isso o risco de infecgoes
cutdneas e sistémicas revela-se um problema. Neste sentido, interessa-nos avaliar se os
materiais produzidos impedem a proliferagdo destes microorganismos.

O estudo antimicrobiano € composto por dois tipos de testes, qualitativos e quantitativos,
nos quais se recorre a microorganismos que pertencem a flora da pele: Escherichia coli K12

HB 101, Staphylococcus aureus ATCC 6538 e Candida albicans ATCC 18804.

" Phosphate-Buffered physiological Saline
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4.2.2.1. MICROORGANISMOS

A bactéria Escherichia coli pertence a familia Enterobacteriaceae, possui forma em
bastonete, de didmetro aproximadamente 0,5 um e comprimento 1,5 pm. E uma bactéria
Gram negativa, cuja célula é revestida pela membrana citoplasmatica, uma parede celular fina
de mureina. Em alguns casos observa-se a presenga de capsula, camada de polissacarideos,
que a protege do ambiente e facilita a adesdo a superficies. E uma bactéria anaerobia
facultativa, sendo mesofila, pode crescer a temperaturas entre 8°C e 48°C, tendo 39°C como
temperatura Optima de crescimento. Cresce em ambientes com pH neutro (6-8) podendo
crescer mais lentamente em ambientes com pH préximo do referido.

Staphylococcus aureus € uma bactéria que faz parte da classe Bacilli e familia
Staphylococcaceae. Morfologicamente, apresenta-se com configuragdo esférica de diametro
entre 0,5 - 1,5 pm, parede celular Gram positiva constituida essencialmente por
peptidoglicanos e acidos teicoicos associados (Pelczar et al, 1981). S&o organismos
quimioorganotroficos com metabolismo respiratorio fermentativo. S&o anaerdbios facultativos
que crescem rapidamente sob condigbes aerdbias. A temperatura 6ptima de crescimento
situa-se gama 35°-40°C. Relativamente ao pH crescem numa vasta gama, desde 4,8 a 9,4,
resistindo a condicbes extremas, nomeadamente a temperaturas elevadas, 60°C por 30
minutos (Crossley et al, 2009). Encontram-se normalmente associados a pele, glandulas
cutdneas e mucosas de animais de sangue quente.

Candida albicans € um microorganismo eucariota, pertencente ao reino Fungi e a familia
Saccharomycetales. E uma levedura que habita comensalmente em diversos tecidos epiteliais
causando infec¢des locais e sistémicas. Morfologicamente, dependendo do ambiente onde se
insere alterna entre a forma de levedura e a forma filamentosa. A referida variagdo € um
factor que promove a patogenecidade, permitindo a levedura a adaptagdo a diferentes
ambientes. O dimorfismo relaciona-se com modificagdes na sintese da parede celular que por
sua vez esta ligado aos nutrientes e gases do meio, nomeadamente a concentracdo de
glucose e dioxido de carbono (Cardoso, 2004; Reijnst, 2010). A temperatura ideal de crescimento
€ 30°C para a forma em levedura e 37°C para a forma filamentosa. Além do dimorfismo, a
capacidade de formagao de biofilmes torna a levedura multiresistente a resposta imunolégica

e a antifungicos, devido & alteragéo fenoétipa (Reijnst, 2010).

4.2.2.2. MEIOS DE CULTURA
Em qualquer ser vivo, o crescimento &€ um processo dindmico que requer energia e
nutrientes para a sintese dos componentes celulares e manutencédo da célula (Sousa & Ferreira,

1998). Nas bactérias o crescimento e reprodugdo estdo ligados, dividindo-se por fissdo binaria
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(Singleton, 1997). Quanto a levedura, C. albicans, esta reproduz-se por gemulagdo ou tubos

germinativos, dependendo do ambiente onde se insere, dividindo-se por mitose.

Tabela 4.0.2. Condi¢des habituais de cultura em meio liquido ou sélido, para os microorganismos estudados.

Meio Liquido
Microorganismo Tempo de geragdo'? Temperatura Meio —
Agitagdo V. : V,
C. albicans 1h14min (Cowen et al., 2001) 30°C YEPD" 200 rpm 1:5
E. coli 19min (Irwin et al., 2010) 37°C NA'™ 200 rpm 1:5
Aureus 27min (Langevin et al., 1999) 37°C NA 200 rpm 1:5

Bactérias e leveduras requerem diferentes nutrientes para o seu crescimento, o que leva a
que os meios de crescimento defiram quanto a composi¢cdo. O meio de crescimento utilizado
para a levedura € composto por 1% de extracto de levedura, 2% de peptona, 2% de glucose.
Ja o meio de crescimento para bactérias &€ composto por 0,3% de extracto de carne, 1% de
peptona e 0,5% de cloreto de sbdio. A preparagdo dos meios soélidos implica a adi¢do de 2%
de agar. Todos os constituintes sao dissolvidos em agua destilada, sendo posteriormente
levados ao autoclave durante 20 min a 120°C.

As condi¢Oes de cultura dos microorganismos estao exemplificadas na tabela 4.2.

4.2.2.3. DETERMINAGAO DO HALO DE INIBIGAO DO CRESCIMENTO

O ensaio para determinar o halo de inibicdo do crescimento dos microorganismos
anteriormente citados é baseado no método Kirby-Bauer, recomendado pela NCCLS"™,
organizacgéo aprovada pela FDA'® e WHO".

A necessidade de adaptacdo do protocolo advém do uso de agentes antimicrobianos sélidos
ao invés do uso de agentes liquidos. As alteragOes efectuadas tiverem o fundamento referido
tendo em consideracdo a difusdo de substancias em liquidos e solidos. Por outro lado,

qualquer adaptacdo requer uma optimizacdo dos parametros intervenientes, sendo impossivel

"2 Intervalo de tempo necessario para que uma célula se divida
 Yeast Extract Peptone Dextrose — composi¢io descrita no texto
" Nutrient Agar — idem

> National Committee for Clinical Laboratory Standarts

' Food and Drug Administration

7 World Health Organization
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a comparagado de resultados por inexisténcia dos mesmos, 0 ensaio € fundamentalmente

qualitativo. O procedimento utilizado consistiu nas seguintes etapas:

1- Preparagdo do pré-inéculo no meio e condigdes mais adequadas ao crescimento de

cada microorganismo durante 16-24h;

2- Preparagdo do inoculo via diluicdo do pré-in6culo a uma densidade 6ptica de 0,1 no

respectivo meio de cultura contendo 0,5% de agar pré-aquecido;

3- Imediatamente, o in6culo & vertido sobre placas (11x11 cm?) contendo o meio sélido

tradicional, de modo a cobrir toda a superficie (aproximadamente 15-20 mL);

4- Colocagdao dos materiais em posi¢cdes previamente estudadas, com auxilio de uma

pinca estéril; os materiais foram dispostos considerando o efeito antimicrobiano

esperado de modo a que os supostos halos ndao se sobrepusessem;

5- Incubacdo das placas a temperatura Optima de crescimento de cada microorganismo

durante 24h;

6- Obtencao de fotografias de cada placa com recurso ao equipamento ChemiDoc XRS.

4.2.3.4. DETERMINAGAO DA TAXA DE CRESCIMENTO ESPECIFICA RELATIVA

Num sistema fechado, a curva de crescimento de bactérias pode ser analisada na

totalidade. A curva compreende quatro fases, como exemplificado na figura 4.11: fase inicial,

fase exponencial, fase estacionaria e fase de morte. A fase exponencial caracteriza-se pela

duplicagdo de células num intervalo de tempo designado tempo de geragdo (tabela 4.2). Em

organismos unicelulares, o crescimento da populagcdo resulta do aumento do numero de

células que pode ser seguido através da turbidez do meio (Madigan et al., 1997).

Exponencial Fases de crescimento

I-Lag | I } Estacionaria | Morte )

L} ) ) 0

5 9.0 : : : = - |- 10 &

E . : _— ontagem viavel | .. g

0 7 =
= N

E® Turbidez 0.50.5
o

§° 3 (densidade optica) §

e ® 41025 2

2 n

8

= Q

0.1

Tempo

Figura 4.11: Curva tipica de crescimento das bactérias.

[Fonte adaptada: http:/ /people.rit.edu/ ~gtfsbi/IntroMicro/ 2007 1images/06_F08.jpg]
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METODOS E TECNICAS DE CARACTERIZAGAO

O método quantitativo baseia-se na lei de Beer-Lambert (15, 2011) que relaciona a

absorvancia (densidade oOptica), A, com a concentragdo de uma dada substancia num meio,

c, a distancia percorrida pela luz no meio, d, e com um factor descritivo da substancia, s.

A = sdc (4.21)

Sendo assim, o sinal eléctrico é directamente proporcional a densidade 6ptica do meio, que

por sua vez é directamente proporcional a concentragdo da substancia. No entanto ha que

fazer uma salvaguarda, a densidade 6ptica depende da luz absorvida, reflectida ou refractada,

nao havendo distingdo entre células vivas e células mortas. Por esse motivo, esta técnica &

essencialmente usada até se atingir a fase estacionaria. A taxa de crescimento especifica é

determinada pelo declive da recta na fase exponencial.

O protocolo de determinacdo da taxa de crescimento consistiu nas seguintes etapas:

1-

6-

Condicionamento dos meios de cultura NB e YEPD: o material (1,5x1,5 cm?) foi
incubado com 2mL de meio estéril durante 5 dias, numa incubadora a 37°C;
Preparagdo do pré-inéculo no meio e condigcdbes mais adequadas ao crescimento de
cada microorganismo durante 16 a 24h;

Preparagdo do in6culo via diluicdo do pré-in6culo a uma densidade o6ptica de 0,1 no
respectivo meio de cultura;

Inoculacdo do meio condicionado: em gelo, adicionou-se a 450 uL de cada meio
condicionado, 50 pL do inoculo (ponto 3);

Pipetagem em triplicado de 100 pL de cada meio condicionado para placas de 96
pocos, como identificado na figura 12;

Incubagdo das placas a temperatura 6ptima de crescimento de cada microorganismo

durante 6h, medindo a DO a determinadas intervalos de tempo, 0,5 e 1h.
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Figura 4.12: Disposicdo das solugbes condicionadas na placa de 96 pocos, para 0s microorganismos E.coli e
Aureus. Da linha A a D refere-se a um microorganismo e E a H ao outro. A Candida albicans foi incubada numa

placa diferente de modo a respeitar a temperatura 6ptima de crescimento.

54



ESTUDO DA INFLUENCIA DO TEOR DA AG NAS PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS DOS FILMES

5. ESTUDO DA INFLUENCIA DO TEOR DE PRATA
NAS PROPRIEDADES FisicO-QUIMICAS DOS

FILMES

5.1. CoMPOSIGAO QUIMICA

A composicdo quimica elementar dos revestimentos foi avaliada pela técnica EPMA, cuja
profundidade de analise varia consoante as condi¢gdes de operagao, entre 50 e 2000 nm.

A composicao elementar dos varios filmes, expressa na tabela 5.1, € o resultado da média
de pelo menos quatro aquisicdes pontuais na superficie das amostras. Constatou-se que os
revestimentos com composicdo de prata significativa tinham uma composi¢cdo heterogénea,
visualizada a olho nu pelas diferentes coloragdes.

Verifica-se que de uma forma geral, o aumento da espessura acompanha o aumento de
prata, e a figura 5.2 mostra que uma pequena fracgcdo de area de prata proporciona uma
elevada composi¢cdao do elemento no revestimento. Olson et al. (1979) reporta que quando um
material composto € bombardeado por particulas energéticas, o elemento de menor massa
atomica €& preferencialmente pulverizado. Uma vez que a prata possui uma maior massa
atbmica relativamente ao titdnio, 107,9 u.m.a. para 47,9 u.m.a. era esperado um
empobrecimento de prata no revestimento, o que nao aconteceu. No modo reactivo, pela
elevada reactividade do titdnio com o oxigénio ha a possibilidade da formag¢do de compostos
de estequiometria variavel a superficie do alvo, processo denominado por “envenenamento”.
Kandasamy & Surplice (1980) experienciaram a dissolugdo do oxigénio na rede do titdnio em

alguns segundos. Neste caso, o processo de pulverizagdo & passivel de ser invertido tendo
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em conta a massa atoOmica dos compostos e as ligagdes interatdbmicas. Ocorreria entdo uma
elevada pulverizagdo da prata e através da imposicdo de pressbes reduzidas, 0,25 Pa,
tornando o percurso livre médio das particulas da mesma ordem de grandeza da distancia
intereléctrodos, 7 cm, o fluxo de elementos a saida do alvo mantinha-se a chegada ao
substrato. Este facto explica por um lado o grande teor de prata incorporado no filme e por
outro a dificuldade em controlar o mesmo teor, mesmo recorrendo a area reduzidas de

pastilhas de prata.

Tabela 5.1. Composicado elementar dos revestimentos, e respectiva espessura e taxa de deposi¢éo.

] Composigdo Quimica (% at.) Espessura Taxa de deposigao
Filme (0] Ti Ag (nm) (nm/min)
TiO, 70,9 29,1 0 190 3,18
Ag1 72,0 27,9 0,1 320 5,37
Ag2 62,2 24,9 12,8 750 12,57
Ag3 54,3 22,4 23,3 2000 33,33
Ag4 49,7 22,6 27,7 1360 22,67

A polarizagdo negativa do substrato e o uso de pressdes reduzidas, tem como objectivo a
formagdo de miroestruturas compactas. O bombardeamento do revestimento em crescimento
por neutros reflectidos ndo termalizados e ides de argon com energias elevadas provoca a
ejeccao preferencial do elemento mais leve, Ti ou O, ocorrendo teoricamente um
empobrecimento destes elementos no revestimento final (Cavaleiro, 1990).

Zhang et al. (2002) menciona a importancia do fluxo e a pressao parcial de oxigénio na
estequiometria do TiO,. A relagdo entre a percentagem atomica de O e Ti bem como de O e
Ti+Ag estd representada na figura 5.1. Pode-se inferir que a razdo de O/Ti mantém-se
elevada permanecendo praticamente constante. Significa isto que o decréscimo de O
acompanha o de Ti, o que expressa desde logo a elevada reactividade entre os dois
elementos e o papel Ti na incorporacdo de O no filme em crescimento.

Como seria de esperar, o aumento do teor em prata provoca uma diminuicdo gradual e
estequiométrica dos teores de oxigénio e titanio. Esta “ocupa¢ao” de lugar por parte da prata
foi demonstrada por Zakrzewska et al. (2003) que referem que a taxa de deposicdo dos
metais nobres &€ muito superior a do alvo de titanio oxidado, o que se traduz num aumento
do teor em prata durante o crescimento do filme.

Por outro lado, a deposicdo em atmosfera reactiva conduz ao aumento da pressdao na
cémara, o que conduz a uma diminuicdo de intensidade de neutros e ides, ocorrendo em

menor intensidade a repulverizagdo do Ti e O. Este facto, conduz ao aparecimento de

56



ESTUDO DA INFLUENCIA DO TEOR DA AG NAS PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS DOS FILMES

revestimentos com morfologia colunar aberta e com uma elevada densidade de defeitos. O
uso da prata potencia o aparecimento destas estruturas, devido ao aumento do efeito sombra
pela organizagdo das particulas de prata em ilha. Acresce que a posicdo das pastilhas de
prata no alvo é de enorme importancia, e neste caso particular pequenos desajustes podem
contribuir para o aumento do efeito sombra. Todos estes factores podem ter contribuido para

a heterogeneidade dos revestimentos.
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Figura 5.1: Razdo atomica O/Ti e O/Ti+Ag em fungdo do teor de Ag.

No que respeita a composi¢cao elementar, para além dos elementos expectaveis, Ti-O-Ag,
foram ainda detectadas quantidades residuais de carbono (~ 1-2 % at.). A presenca destas
impurezas nos filmes pode ser atribuida ao teor residual no interior da camara de deposi¢ao e
a contaminagao proveniente da manipulagdo das amostras. Atribui-se a Ultima razdo o motivo
principal e por isso calculou-se a percentagem dos restantes elementos para a soma atomica
de 100%.

Tal como referido no capitulo 3, o procedimento utilizado para variar o teor em Ag consistiu
em fixar pastilhas, com area variavel, daquele elemento na zona de maior erosdo do alvo de
Ti. Partindo da razdo entre a area de pastihas de Ag fixadas e a area do alvo de Ti,
estabeleceu-se uma relagdo entre o teor em prata nos filmes e a razdo entre as areas
descritas, ilustrado na figura 5.2. Verifica-se que para razées de areas de O — 0,002 , o teor
deste elemento na superficie dos filmes €& residual. O motivo pode ser a distribuicdo de Ag na
matriz de TiO,. Para valores de razdo de areas acima de 0,0025 constata-se uma relacdo

directa entre a percentagem de prata e razdo de areas, segundo a equagéo:
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Teor Ag = 1592,61 x + 9,14 (5.1)

sendo x a razdo de areas e o teor de prata em percentagem atoémica. Esta regressao linear

tem um coeficiente R?=0,986.
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Figura 5.2: Variagdo do teor de prata em funcdo da razdo das areas de prata e titdnio. O ajuste linear aos trés

Ultimos pontos da recta forneceu um coeficiente de correlagdo R=0,986.

Deste modo & possivel estimar e produzir fiimes TiO, dopado com prata recorrendo a
técnica e parametros utilizados. Vaz et al. (2011) e Torrell et al. (2011) recorrendo as mesmas
condicoes experimentais obtiveram filmes de TiO, com teor em prata comprovado pela
equacédo 5.1.. A fraca reactividade da prata com 0 oxigénio e a nao incorporagao da prata na
rede estrutural do TiO, promove a difusdo e agregacdo da mesma em complexos mais
estaveis (Hansen et al, 2010) 0 que pode pode indiciar que a partir de um determinado teor
esses processos predominam no filme, assistindo-se a um aumento consideravel de Ag.

No que concerne a taxa de deposi¢ao, esta é determinada pela razdao entre a espessura e
o tempo de deposicdo. Observa-se da tabela 5.1, que o aumento da prata contribui para o
aumento da espessura. A auséncia de prata nos revestimentos TiO, e Agl deve aumentar a
probabilidade de ligagdo Ti-O, tornando o alvo facilmente oxidado que se revela numa baixa
taxa de deposicdo. O aumento da pressdo da camara pelas particulas de prata tem como
consequéncia a diminuicdo do caminho livre médio pelo aumento da colisdo entre particulas,
chegando ao substrato particulas com baixa energia. Esta situacdo nao promove a difusdo a

superficie 0o que desencadeia a formacdo de estruturas irregulares que o efeito de sombra
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potencia. Este factor adicionado a maior pulverizagdo da Ag no alvo, contribui para a relagdo
directa entre o aumento da espessura e o teor em Ag. Decorre do referido que o aumento da
espessura apesar de relacionar-se com a taxa de deposi¢cdo, ndo se refere a energia das

particulas depositadas.

5.2. ESTRUTURA E TAMANHO DE GRAO

A estrutura dos revestimentos foi analisada através da difraccdo de raios-X, cujos
difratogramas obtidos estdo representados na figura 5.3 acompanhados da indexagdo dos
planos cristalinos.

Genericamente, as estruturas anatase e rutilo amorfizam com o aumento de prata no filme,
bem como ha um aumento da ordem estrutural da prata a longa distédncia para composi¢coes
de prata superiores a 23 % at..

Pormenorizadamente, no filme TiO, verifica-se a presenga das estruturas cristalinas anatase
(ICDD — card. N 84-1286) e rutilo (ICDD — card. N 88-1175), com os planos cristalograficos
de maior intensidade identificados. Ambas as estruturas sao tetragonais. A ordem estrutural
foi alcangada pela polarizagdo do substrato e baixas pressdes de deposi¢do, que fez com que
as particulas de Ti e O tivessem energia e mobilidade suficientes para se organizarem a

longas distancias (Martin ef al., 1997).
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Figura 5.3:: Difractograma de raios-X dos diferentes revestimentos como depositados, obtidos em modo rasante.
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Lobl, figura 2.4, atesta a possibilidade de formagédo de anatase e rutilo recorrendo a técnica
pulverizagdo catdédica modo magnetrdo, utilizando temperaturas de substrato baixas. Zhang et
al. (2004) refere a possibilidade de formacdo da anatase para temperaturas de deposicéo a
partir de 80°C, o que é plausivel acontecer durante a deposicdo devido ao aguecimento do
substrato por troca de quantidade de movimento com as particulas bombardeantes. A
tansformagdo anatase-rutilo € alvo de pesquisa incessante com base na aplicagdo e
potenciagdo das propriedades fotocataliticas desses cristais. Zhang & Banfield (2000)
estudaram essa transformacgdo e chegaram a conclusdo que a mesma é termodinamicamente
dependende do tamanho de grdo. A anatase é mais estavel para tamanho de particulas
inferiores a 11 nm, enquanto que para tamanhos superiores a 35 nm o rutilo é a fase mais
estavel (Amin et al, 2010). Segundo Amin, a deposi¢do de particulas de baixa energia favorece
o crescimento da anatase devido ao seu crescimento de grdo ocorrer mais rapidamente do
que o do rutilo. O facto da densidade da fase amorfa ser semelhante a da anatase € uma
constatagdo dessa afirmagdo. Desse ponto de vista, a presenca de rutilo indica a elevada
energia com que se procedeu a deposi¢cdo, permitindo o rearranjo e crescimento de grao.
Para relacionar a percentagem de anatase e rutilo nos revestimentos procedeu-se ao calculo
da fracg¢édo de rutilo nos dois filmes segundo a férmula (Gribb & Banfield, 1997):

_ AR
0,884A,+Ag

Wh X 100 (5.2)

Wy, é a percentagem relativa de rutilo face a anatase, A é a intensidade integral do pico
(110) do rutilo e A, a intensidade integral do pico (101) da anatase. Esta formula ndo é
rigorosa pois compreende determinadas condigbes experimentais, que nao foram mimetizadas
na presente trabalho. Obtiveram-se percentagens de rutilo para os revestimentos TiO, e Agl
de 27% e 24%, respectivamente. Esta percentagem é significativa, mostrando que o valor do
tamanho de grdao da anatase esta relacionado com a transformagdo de fases tal como
reportou Mwabora et al. (2004). A pequena diferenca de percentagem pode-se dever ao
efeito inibidor do engrossamento de grdao pela Ag. Vaz et al (2011) obteve resultados
semelhantes, inferindo que a prata pode estar dispersa na matriz de TiO,, fundamentando o
retardamento no aumento da barreira de activacdo de cristalizacdo de Ti-O. Este efeito, é
claramente observado nos difratogramas Ag2 e Ag3 (10-20 % at.), onde uma maior
incorporacao de prata induziu amorfizagdo das fases TiO,. Paralelamente, a prata exibe baixa
ordem estrutural. O pico de prata relativo ao plano (111) conflui com uma estrutura
amorfizada. Uma vez que as bossas largas sao dificeis de indexar, pois ocupam uma gama
de angulos de difraccdo onde se sobrepde diversas fases, procedeu-se a desconvolugédo

ajustando uma funcéo tipo Voigt. A desconvolugdo do Ag3 é representada na figura 5.4.
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Figura 5.4: Desconvolugdo da bossa amorfizada no revestimento Ag3.

Verifica-se uma bossa de elevada area e com pouca intensidade posicionada em 20 =
40,89°. Foi possivel ainda introduzir dois picos 20 = 39,19° e 20 = 44,21°. O pico na
posicdo 44,21° é indexado ao plano (111) da prata. O outro pico e a bossa podem
corresponder a fases metaestaveis de TiO, ou a uma mistura de fases. A heterogeneidade na
composi¢do quimica aliada ao facto da estequiometria O/ (Ti+Ag) variar de 1,2 a 1,6 para
estes filmes levanta a possibilidade de formagdo de compostos ternarios, nomeadamente
Ag,Ti,O, (ICDD card. N 32-1028) e Ag,(TiO;)" (ICDD card. N 88-0670). Estas estruturas
monoclinicas podem ser indexadas nesta gama de angulos 26, no entanto seria necessario
proceder a outros ensaios estruturais para confirmar a sua presenga. Por outro lado, devido
ao raio atbmico e i6nico da prata serem elevados, estes atomos nado sao incorporados
intersticialmente na rede de TiO,, actuando como elementos substitucionais de Ti** (Liu et af,
2003). Segundo Chao & Liu (2010) e Seery et al. (2005) a existéncia de Ag a superficie do
TiO, actua como local de nucleagdo, e que ao favorecer a transformagao anatase-rutilo ha

retorno de energia capaz de oxidar a Ag. A oxidacdo da Ag em superficies TiO,, pode

explicar o comportamento dos filmes Ag2 e Ag3. O 6xido mais estavel da Ag, Ag,0 (AG°
-5 Kj/mol O, a 273°C) (ICDD card. N 41-1104), indexado na gama considerada levando a
crer que de facto se trata desta estrutura. Horakova et a. (2009) obteve Ag,O, recorrendo a
mesma técnica de produgao de filmes usada neste trabalho. De qualquer forma é inconclusiva
a estrutura apresentada.

No filme Ag4 observa-se ordem estrutural a longa distancia, cristalizando a prata na

estrutura cubica de faces centradas, ocorrendo picos de difraccdo nas posicées 26 = 44,62°,
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20 = 52,18° e 20 = 76,62°. O ligeiro desvio da posi¢cdo dos picos para valores inferiores
aos previstos na ficha pode ser devido a tensdes residuais de compressao.

O tamanho de grdo foi determinado pela formula de Scherrer pelo método da largura do
integral do pico de difracgdo, que corresponde a largura de um rectangulo de area e altura
igual a do pico de difracgdo, depois de Ihe ser subtraido o ruido de fundo. Para os filmes
TiO, e Agl o tamanho de grdo da anatase e rutilo sdo semelhantes, com valores
aproximadamente de 33 e 10 nm respectivamente. O aumento da incorporacdo de prata
provocou como ja foi referido o aumento da cristalinidade desta e por conseguinte o tamanho
de gréo. O Ag2 regista um tamanho de grdo de 11,8 nm, Ag3 de 18,3 nm e o Ag4 18,7 nm.
Este aumento €& explicado pela minimizagdo da energia superficial e intersticial da textura
(111) para metais com estrutura cubica de faces centradas (Thompson, 2000). A facilidade de
difusdo da prata na matriz amorfa proporciona o fenbmeno de coalescéncia de graos mais
pequenos com maiores (Meldrum et al, 2001). A partir de 20%at. de Ag o tamanho de gréo
mantém-se constante, o que podera dever-se a presenga de impurezas ou a preferéncia de
crescimento por outros planos cristalograficos identificados.

A determinacdo dos pardmetros de rede ndo foi realizada por insuficiéncia de niumero de

planos cristalograficos respeitantes as fases anatase e rutilo.

5.3. MORFOLOGIA E TIPO DE CRESCIMENTO

A analise da morfologia por microscopia electrénica de varrimento permitiu a avaliar a
espessura dos revestimentos e aferir através das imagens obtidas, em modo electrdes
secundarios e electrdes retrodifundidos, o tipo de crescimento do filme. Os revestimentos
apresentaram espessuras heterogéneas, procedendo-se ao calculo da média como
representado na tabela 5.1.

A morfologia de filmes finos obtidos por pulverizagdo catodica € classificada recorrentemente
através do modelo Thornton, figura 3.3, que relaciona aquela com os parametros de
deposicao. No presente estudo recorrer-se-a ao modelo referido.

A figura 5.5 mostra duas micrografias referentes aos filmes TiO, e Agl em seccado

transversal.
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Figura 5.5: Micrografias da secgéo transversal dos filmes, TiO2 e Agl, posicdo esquerda e direita respectivamente.

Os filmes apresentam uma morfologia do tipo | segundo o modelo de Thornton. Esta
microestrutura revela a formagdo de colunas muito estreitas, indicativas da proximidade com a
morfologia de transicdo T. A formacdo destas microestruturas & concordante com o material
depositado, neste caso praticamente TiO,, bem como com os parédmetros de deposi¢ao
seleccionados. A polarizagdo negativa do substrato e a reduzida pressdao na cémara
favorecem a formacdo de morfologias mais compactas segundo diferentes fendmenos (Louro,
2000):

e aumento da mobilidade dos adatomos de modo a permitir uma maior difusdo superficial
das espécies adsorvidas no substrato, antes de serem colocadas em posi¢coes de baixa
energia;

e aumento do numero de pontos de nucleagdo, contribuindo para uma diminuicdo do
efeito sombra;

e eliminagdo da morfologia colunar e nivelamento da superficie, devido ao efeito erosivo

provocado pelo bombardeamento das espécies energéticas.

O efeito da pressao reduzida da cémara para obtencao de filmes de TiO, com elevada
compacticidade, tipo | a pender para o tipo T, foi avaliada pelos investigadores Viseu &
Ferreira (1999) com a mesma técnica de producdo de filmes, tendo alcancado resultados
similares aos obtidos neste trabalho.

A adicdo de metais nobres, como o ouro e prata, ao revestimento TiO, promove o
crescimento de microestruturas menos compactas devido a capacidade de difusao,
coalescéncia e baixa reactividade dos metais com o oxigénio e titanio.

Na figura 5.6 encontram-se duas micrografias referentes aos revestimentos Ag2 e Ag3,

respectivamente.
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Figura 5.6: Micrografias dos revestimentos Ag2 e Ag3, em secgéo transversal.

O fenémeno de coalescéncia da prata é reportado por varios autores (Arcos et al., 2002; Oh et
al, 2011; Vaz et al., 2011). Este efeito decorre da maior estabilidade dos aglomerados de prata e
que juntamente com a elevada solubilidade da prata na matriz de TiO, promovem a formagao
de aglomerados de dimensGes consideraveis. Na figura 5.6, a micrografia referente ao filme
Ag2 mostra isso mesmo, uma estrutura desorganizada em que aglomerados de Ag de
grandes dimensbes cobrem a superficie do revestimento. A formacao desta morfologia parece
ter decorrido do fenédmeno efeito sombra, em que ha o crescimento preferencial de locais com
espessura maior. Numa analise mais atenta verifica-se a presenga de pequenos aglomerados
de Ag em redor de aglomerados maiores, 0 que pode ser um sinal evidente da difusdo da Ag
na matriz em direc¢do a superficie. Este fenbmeno é facilitado pela fase amorfa da matriz.

Constata-se na micrografia do revestimento Ag3 a presenca de colunas largas, morfologia
tipo I, o que pressupde pouca compactagdao do filme e no limite superior do revestimento
ocorrem agregados com dimensbdes superiores aos do revestimento anteriores com a
particularidade de possuirem uma forma caracteristica de aglomerados de Ag de grandes
dimensdes. Vaz et al. (2011) através do mesmo processo de deposi¢cdo constatou a variacdo
da forma dos agregados segundo as dimensdes dos mesmos, referindo que particulas e
agregados de baixas dimensbes tinham configuragdo esférica enquanto que os maiores

aglomerados tinham forma ovoéide.
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Figura 5.7: Micrografias do revestimento Ag4, obtidas pelo modo electrdes secundarios e electrdes retrodifundidos.

As micrografias da figura 5.7, revelam uma morfologia completamente diferente dos
restantes revestimentos. Neste filme, Ag4, os pequenos agregados de Ag parecem
distribuidos homogeneamente pela matriz de TiO,. A organizagdo aparente do filme é
revelada pela cristalinidade da Ag, inferindo-se que o facto de n&o ocorrer formagao de
grandes aglomerados € devido a maior compacticidade da matriz que dificultou a difusdo da
prata. Um dos objectivos deste trabalho passava pela produgdo de revestimentos com
nanoparticulas de prata embebidas na matriz de TiO,, tendo sido alcangado parcialmente. A
micrografia obtida pela modo electrdes retrodifundidos mostra claramente os aglomerados de
prata distribuidos pelo filme.

As diferengas morfolégicas ndao permitiram tracar um quadro evolutivo da microestrutura em
fungdo do teor em Ag, o que de certo modo vai de encontro a ideia estabelecida de que os

parametros de deposicao controlam pormenorizadamente o tipo de morfologia (Musil, 2006).

5.4. RUGOSIDADE

A microscopia de forga atdbmica permitiu obter imagens bidimensionais e tridimensionais da
superficie dos revestimentos, bem como os valores de rugosidade média, R,, rugosidade
quadratica média, R,, area real e distribuigdo do tamanho das particulas na superficie. Devido
a limitacbes técnicas, disponibilidade do equipamento, todos os revestimentos foram
analisados a excepg¢ao do Agl.

Aos dados obtidos impds-se um filtro plane e as imagens 10x10 pum? estdo representadas

na figura 5.8..
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Figura 5.8: Imagens a 3D e 2D da superficie dos revestimentos como depositados, obtidas por AFM.

66



ESTUDO DA INFLUENCIA DO TEOR DA AG NAS PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS DOS FILMES

A topografia € condizente com a morfologia, com a presenca de particulas de forma esférica
de baixo tamanho, comprovado pela distribuicdo gaussiana da altura com média de 23 nm.

Os filmes Ag2 e Ag3 evidenciam agregados de prata com forma ovbide e com elevados
didametros de particula. O aumento do tamanho dos agregados no filme Ag3 parece dever-se
sobretudo a maior quantidade de prata disponivel na superficie.

Relativamente ao filme Ag4, este ndo experimentou uma evolugdo de acordo com a
tendéncia dos anteriores, reflectindo a cristalinidade observada nos difractogramas. Os
agregados sdo de tamanho inferior aos registados para Ag2 e Ag3 e a forma esférica dos
agregados por oposi¢cao a ovoide nos filmes Ag2 e Ag3 estdo de acordo com o tamanho dos
mesmos (Wenzel, 1999).

Esta primeira anélise relativa ao aspecto topografico das superficies leva-nos a uma anélise
mais profunda para fundamentar tais evidéncias.

A topografia verificada no TiO, estd de acordo com Amin et al/ (2010) que releva a
importancia da composicdo de fases na topografia. A rugosidade média de 4,65 nm e a area
real de 101,1 um? comprovam a regularidade e o reduzido tamanho das particulas.

A prata induziu desorganizacdo nos filmes Ag2 e Ag3, reflectindo a amorfizacdo da
estrutura, que se releva na rugosidade média e area real. O aumento da espessura por

amplificar os defeitos, € um factor agravante da rugosidade, como mostra a figura 5.9..
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Figura 5.9: Relacdo entre a rugosidade média e taxa de deposigdo com o teor de prata nos revestimentos.

Os valores referentes a area real e rugosidade encontram-se sumariados na tabela 5.2. O
mecanismo de formagdo dos enormes agregados parece evidente a luz de alguns autores,

como sendo devido a coalescéncia superficial dos adatomos e agregados de prata (Lando et
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al, 2007; Marques, 2007; Wenzel, 1999). Segundo Galdikas et al (2006), este fendébmeno
depende da mobilidade dos adatomos, o qual € influenciado pela energia dos mesmos, como
de resto referido no capitulo 3. Segundo Marques (2007) se a energia das particulas a
depositar é baixa, a probabilidade dos adatomos de prata serem capturados por um agregado
ja existente € maior do que esses constituirem novos sitios de nucleagdo. Como resultado
havera formagédo de agregados com tamanho elevado. Por outro lado, uma elevada energia
das particulas depositadas provoca um aumento da mobilidade de adatomos & superficie,
aumentando o numero de sitios de nucleagdo e por conseguinte a formacdo de agregados
mais pequenos e em maior numero, que € o que parece ter acontecido na deposi¢cao de Ag4.
A primeira destas situagOes releva o que possa ter acontecido durante a deposi¢éo dos filmes

Ag2 e Ag3. Obviamente este efeito é agravado pelo ndo aquecimento do substrato.

Tabela 5.2. Valores de rugosidade média e area real obtidos com o programa Gwyddion, para analises 10 um?.

Filme R, (nm) R, (nm) Skewness Kurlosis Area real (um?)
TiO, 4,7 5,9 0,2 0,2 101,1
Ag2 106,1 127,9 0,3 0,7 120,2
Ag3 135,3 164,6 - 0,2 0,7 108,1
Ag4 69,1 86,6 0,3 0,1 108,9

Os valores de skewness e kurtosis condizem com as imagens SEM e AFM que mostram
que apesar de os revestimentos Ag2 e Ag3 apresentarem elevada rugosidade, possuem o
mesmo tipo de perfil na area inspeccionada, ou seja, os aglomerados estendem-se ao longo
do filme revelando simetria em relagdo a posicdo média e baixo coeficiente de picos isolados.

De uma forma geral, os resultados obtidos indicam que o aumento do tamanho das

particulas e a espessura relacionam-se com o aumento da rugosidade

5.5. DUREzA

A dureza de um material € uma propriedade que depende principalmente da ligagao
quimica, estrutura, morfologia, microestrutura, densidade de defeitos e tensées internas do
material (Castanho, 2003).

O estudo desta propriedade foi realizado sob as condi¢des referidas no capitulo 4 e os
valores da dureza, moédulo de elasticidade reduzido e profundidade maxima de indentacdo

para os diferentes filmes estdo representados na tabela 5.3.
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Tabela 5.3. Propriedades mecénicas dos diferentes revestimentos como depositados.

% da profundidade em

M. elasticidade Profundidade maxima
Filme Nanodureza (GPa) relagdo & espessura do
reduzido (GPa) de indentagdo (hm)
filme
TiO, 12,5 £ 0,55 196,1 £ 5,77 126,1 66
Agl 13,9 £ 0,66 189,3 + 4,54 121,5 37
Ag2 3,9 £ 0,41 138,3 £ 9,31 231,1 31
Ag3 2,3 0,96 134,4 £ 19,94 316,1 15
Ag4 3,8 £0,72 163,6 + 26,43 232,7 17

Os ensaios relativos as propriedades mecanicas foram realizados numa fase precoce do
projecto, e devido a ndo possuir-se informagdo relativa a morfologia, especificamente a
espessura, tomou-se como valor aceitavel de carga maxima 5 mN. No entanto as
profundidades méximas de indentacdo, 15 a 66% da espessura, revelaram que deveria ter-se
usado um valor de carga maxima menor de modo a excluir a contribuicdo do substrato nas
propriedades mecanicas dos revestimentos.

Os valores da dureza permitem-nos distinguir claramente os revestimento com e sem Ag. A
modulagcdo da dureza pela incorporagdo de Ag nos filmes era um dos objectivos deste
projecto. A prata € um metal com estrutura cristalina CFC que exibe elevada ductilidade
devido ao arranjo estrutural e estrutura electronica, o que nos permitiu explicar as diferengas
nos resultados obtidos.

Pela literatura a nanodureza dos filmes de TiO, € aproximadamente 13 GPa (Vaz et a/,, 2011)
e a Ag nanocristalina/policristalina 0,46 — 1,40 GPa (Qin et al, 1995), o que levaria a
modulagdo do valor da nanodureza do TiO, para valores crescentes em Ag, consoantes o teor
desta. A figura 5.10 representa a variagdo da nanodureza e da espessura em funcédo do teor

da Ag.
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Figura 5.10:. Evolucdo da nanodureza e espessura para os diferentes filmes.

Constata-se efectivamente que o aumento do teor da Ag é acompanhado pelo decréscimo
da nanodureza, aproximadamente por uma fungao polinomial de segundo grau. A nanodureza
para teores de Ag superiores a 12% estabiliza, o que pode denotar uma aproximacdo ao
valor tedrico da nanodureza da Ag. Considerando a espessura e a profundidade maxima de
indentacdo, leva a crer o valor referido é influenciado pelo substrato de silicio que devido a
possuir valores entre 7 e 14 GPa (Gogotsi et a/, 2008) contribui para contrabalangar o valor da
Ag. A morfologia e a espessura do filme Ag3 indicam que a andlise das propriedades
mecanicas cingiu-se praticamente aos aglomerados de Ag. Repare-se na correlagdo existente
entre 0 aumento da espessura e a diminuicdo da dureza, e na inflexdo que ocorre para o
teor mais elevado de Ag. Este comportamento deve-se concerteza ao aumento e distribuicao
da Ag na matriz TiO,.

A estrutura cristalina e o tamanho de grao influenciam o valor da dureza. Hall e Petch (Hall,
1951; Petch, 1953) estabeleceram empiricamente que a resisténcia a deformagdo de um

material policristalino relaciona-se com o tamanho de grédo pela seguinte equacgao:
O-C = O-O + k.Dg_O‘s (53)

correspondendo, respectivamente, o. e g, a tensdo limite e tensdo tedrica de limite ao
cisalhamento, k € uma constante de medida da extensdo de empilhamento de deslocagbes
junto a fronteira de gréo e D, refere-se ao tamanho de grdo. Este modelo baseia-se no

principio que as deslocagbes nao conseguem deslizar através das fronteiras de grdo o que
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provoca o “encruamento” e consequente aumento da dureza. A figura 5.11 ilustra a variagdo

da dureza com o aumento do tamanho de grdo para os filmes com Ag.
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Figura 5.11: Efeito do tamanho de grdo no valor da dureza.

A relagéo de Hall e Petch é satisfeita praticamente para todos os valores de tamanho de
grao. A inflexdo existente no grafico pode ser causada pela maior cristalinidade do
revestimento como veremos a seguir.

E sabido que, de uma forma geral, materiais cristalinos exibem maior dureza do que
materiais amorfos. O estudo da cristalinidade pode ser avaliado segundo a relagdo das
intensidades dos picos cristalograficos, estruturas CFC é comummente realizar com base na
razao lgn)/ (I + lizoo))- Neste caso os materiais Ag2 e Ag3 nédo revelam organizacdo a
longo alcance o que nao permite realizar este estudo, contudo por esse motivo a inflexdo
pode ser explicada pela maior organizagao estrutural do Ag4 relativamente aos filmes Ag2 e
Ag3.

Relacionado com a ordem cristalina, um dos factores que contribuem para o aumento da
dureza, sdo as tensdes no filme. As tensbes residuais de compressao podem ser avaliadas
qualitativamente pelo desfasamento do centro do pico em relagdo ao centro do pico da ficha
ICDD. No caso do filme Ag4, a ficha ICDD card. N 04-0783 revela a posicdo de
20=44,566° para o pico mais intenso correspondente ao plano (111) e o resultado obtido foi
20=44,666°. Apesar de manifestar um desfasamento minimo, sabe-se que a técnica
pulverizagdo catddica induz tensdes no filme em crescimento pelo bombardeamento de

neutros reflectidos e ides do gas de trabalho.
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Por dltimo, o modo de crescimento do filme consagrando uma determinada morfologia
também tem o seu impacto no valor da dureza. A medida que o filme se torna menos
compacto, passagem de colunas estreitias para colunar largas, o valor da dureza diminui
devido ao menor empacotamento de atomos.

Apesar da analise de varios factores influenciadores da dureza dos revestimentos, o teor em
prata e o tamanho de grdo associado a cristalinidade parecem ser os mais determinantes

neste estudo.

5.6. MOLHABILIDADE

A molhabilidade é uma medida da capacidade de um liquido “espalhar-se” numa superficie
sélida. Qualitativamente designa-se por superficie hidrofébica uma superficie que repela o
liquido e hidrofilica a que espalha o liquida. O angulo de contacto mensura essa interacgéo.
Como referido no capitulo 4, este medida depende de varios factores, nomeadamente da
composi¢cao quimica e morfologia da superficie. Neste ponto had que mencionar que a
composicdo quimica prende-se com o tipo de ligacdo quimica, a estrutura cristalina e
obviamente pelos elementos constituintes da superficie. A morfologia ndo €& rigorosamente
uma caracteristica mensuravel, interessando o tipo de morfologia, como de resto Wenzel
revelou (Wenzel, 1949).

De acordo com os resultados obtidos para a composi¢do elementar, estrutura e topografia,
podemos definir a partida trés grupos baseado nas suas semelhangas: o grupo 1 constituido
pelo TiO, e Ag1, o grupo 2 pelo Ag2 e Ag3 e o grupo 3 apenas pela Ag4. Nesta distribuicdo
considerou-se que os revestimentos do grupo 2 apesar de exibirem diferengas ao nivel da
composicao elementar, traduzem comportamentos semelhantes tanto na estrutura como na
morfologia.

Os valores do angulo de contacto estatico para os diversos filmes traduziram de certa forma
o0 que era expectavel. Os revestimentos TiO, e Agl exibiram valores de 97,9° e 99,3°,
respectivamente. O grupo 2 teve valores de 117,0° e 139,3° por ordem crescente de Ag. Por
ultimo o Ag4 revelou um angulo de contacto de 95,1°. Os desvios a estes valores
compreendem-se entre 1,2 e 6,1°, o Ultimo referente ao filme Ag2.

No grupo 1 verifica-se que os valores dos angulos de contacto sdo concordantes com os
resultados quimicos, estruturais e morfolégicos. Observa-se que o angulo de contacto
aumenta com o aumento do teor em prata, excluindo o Ag4. Este desvio de comportamento &
explicavel pelas diferencas topograficas, espelhadas na rugosidade média. A relagdo entre a

rugosidade média e o angulo de contacto para os filmes com Ag é expresso na figura 5.12.

72



ESTUDO DA INFLUENCIA DO TEOR DA AG NAS PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS DOS FILMES

Constata-se que o angulo de contacto segue uma tendéncia linear com a rugosidade para

os revestimentos com Ag. Paradoxalmente, a rugosidade dos filmes TiO, e Ag4 ndo expressa

a semelhanga dos valores de angulo de contacto. Neste caso o efeito diferenciador pode ser

a composi¢ao quimica.
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Figura 5.12: Relagdo da rugosidade média com o angulo de contacto para os filmes com prata.

Segundo a teoria de Wenzel, o angulo de contacto medido em superficies rugosas é

afectado pelo factor rugosidade, calculado pela razdo entre a area real e a area geométrica.

Este estudo foi realizado, ndo se obtendo relagdo com a rugosidade nem com o angulo de

contacto, o que pode denunciar que o liquido ndo molhou os vales topograficos, pelo contrario

pode ter-se formado uma pelicula de ar entre a superficie sélida e a gota de agua, explicado

pela teoria Cassie-Baxter (McHale, 2007 ).

Parcialmente podemos concluir que hipoteticamente constatou-se a influéncia da topografia

e da composi¢ao quimica no angulo de contacto, o que esta de acordo com as premissas.

Apods esta analise duas consideragdoes devem ser feitas:

O valor da area real foi determinado por um programa cujo algoritmo pode nao ser o
mais exacto, e que Wenzel previu s6 ser correctamente determinado por técnicas de
adsorcdo de gas (Wenzel, 1949);

A rugosidade até determinado ponto é uma medida que nao reflecte o tipo de

superficie;
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Independentemente destes factores constata-se que os filmes amorfizados exibiram um
angulo de contacto superior aos filmes cristalinos, mas todos tém comportamento hidrofébico.
Piedade et al. (2006) obtiveram superficies hidrofébicas de Ag e evidenciaram o papel dos
planos preferenciais de crescimento e suas energias na reactividade da superficie. Esses
resultados podem explicar o decaimento do valor do angulo de contacto no Ag4 relativamente
ao Ag2 e Ag3 devido a orientagdo preferencial de crescimento (111) e sendo a mais estavel
€ a menos reactiva, o que segundo os mesmos autores pode ser contrariado pelo

crescimento do plano (200) mais reactivo.

5.7. CONCLUSOES PARCIAIS

Os filmes obtidos, mantendo os parametros de deposi¢cdo constantes e variando a area de
pastilhas de Ag, possuem uma composi¢cdo de Ag no intervalo 0-30% atomica. O aumento
do teor de Ag induz uma maior organizagdo estrutural da CFC Ag com crescimento
preferencial (111), ocorrendo paralelamente uma amorfizagdo das fases tetragonais do TiO,.
Este aumento da cristalinidade da Ag, pelo fendbmeno de coalescéncia, promove a passagem
de uma estrutura colunar compacta para uma estrutura colunar aberta, evidenciando o
crescimento dos filmes sob os tipos Volmer-Weber e Stranski-Krastanov. Estas caracteristicas
relacionam-se com o aumento da rugosidade média e area superficial, diminuicdo da
nanodureza, demonstrando o efeito directo da Ag. Ja a molhabilidade ndo se relaciona
directamente com o teor em Ag, mas sim com os efeitos induzidos por este, designadamente

a rugosidade.
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6. ESTUDO DA INFLUENCIA DO TRATAMENTO
TERMICO NAS PROPRIEDADES Fisico-

QuimicAs DOS FILMES

O tratamento térmico € um processo que pretende optimizar algumas propriedades dos
revestimentos, nomeadamente recuperagéo da rede cristalina, crescimento de gréo e alivio de
tensdes. A temperatura de recozimento foi seleccionada com esse objectivo e portanto foi
tomado em conta a temperatura de cristalizagdo do TiO, e de TiO, dopado com Ag. O estudo
incidira no mesmo tipo de caracterizagao efectuada para os revestimentos como depositados,
com o intuito de tragar uma evolugao estrutural, morfolégica e mecanica dos revestimentos

com a temperatura.

6.1. A TEMPERATURA DE RECOZIMENTO

A temperatura de recozimento deve ser seleccionada de acordo com os objectivos do
tratamento. No presente estudo pretende-se avaliar de que modo a cristalizagdao da estrutura
afecta as propriedades fisicas, mecanicas e biolégicas. Neste sentido, realizou-se um estudo
prévio para determinar a que temperaturas ocorriam a cristalizagdo do TiO, e TiO,/Ag.

Com auxilio da técnica de difrac¢do de raios-X acoplado a um sistema que permite aquecer
a amostra, foi possivel tracar a evolugcdo da estrutura /n-sifu com o aumento gradual da
temperatura. Os difratogramas obtidos estdo representados nas figuras 6.1 e 6.2, TiO, e

TiO,/Ag, respectivamente.
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Antes do comeco da andlise da estrutura, torna-se fundamental a compreensdo dos
fenbmenos promovidos pelo tratamento térmico. O aumento da temperatura geralmente
provoca a recuperagdo da estrutura cristalina com o eventual aumento do tamanho de gréo e
alivio tensbes no filme (Louro, 2000). Como referido no capitulo 3, o processo envolve
diversas etapas, sendo a Ultima o arrefecimento. A etapa de arrefecimento deve ser
programada para evitar a criagdo de tensGes de compressdo no revestimento. Estas tensdes
desenvolvem-se devido as diferencas nos valores dos coeficientes de expansdo térmica do
flme e substrato, que a inferir pelos valores destes, og= 2,6 x 10° K (Roberts, 1981) € 0,0, =
8-12 x 10°® K™ (vaz et al, 2011), serd de esperar uma contracgdo do substrato relativamente
ao filme. Como a espessura do substrato &€ semelhante ou superior a do filme, a ac¢do das
tensdes criadas nao serao suficientes para o deformar, e como consequéncia serdo criadas
no filme fortes tensdes de compressdo. Apesar da avaliagdo de tensbées no filme ndo ser do
ambito do estudo, sera util estimar de que forma varia a magnitude das tensGes com a
temperatura. Cammarata et al. (MRS, 1999) propds a seguinte formula:

_ EAa(T,—Ty)
O =T 15

(6.1)
onde gy € a tensdo de origem térmica no filme, E o modulo de elasticidade do filme, Aa
diferenca entre os coeficiente de expansdo do filme e substrato, T, e T; sdo as temperaturas
de recozimento e de final de arrefecimento respectivamente, por Ultimo v é o coeficiente de
Poisson do filme. O facto de ndao se possuir todas as informagbes para o calculo da tensao,
leva a uma analise qualitativa. Pela expressao 6.1. prevé-se uma variagéo linear das tensées
criadas com as diferengas de temperatura e coeficiente de expansao térmica.

A figura 6.1. mostra que o aumento da temperatura provocou variagdes na estrutura
visualizadas pela deslocagao, estreitamento e reducao de assimetria dos picos de difracgdo. A
diminuicdo da largura a meia altura e da assimetria dos picos deverdo relacionar-se com o
aumento do tamanho de grao e anulagcdo de defeitos estruturais resultantes do processo de
deposicdo. O deslocamento dos picos de difraccdo para valores de angulos superiores pode

significar uma purificacdo da estrutura anatase, ou seja, a estrutura poderia conter impurezas

que pelo efeito da temperatura abandonaram a rede cristalina.
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Figura 6.1: Difratograma, HTXRD, de um fiime de TiO,, com aumento gradual de 100°C, com inicio a temperatura
ambiente e término a 700°C (difratograma mais proximo). A imagem inferior refere-se aos difratogramas a 400 e

700°C.

7



ESTUDO DA INFLUENCIA DO TRATAMENTO TERMICO NAS PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS DOS FILMES

A temperatura de 200°C verifica-se a passagem da fase amorfa para baixa ordem
estrutural, com a presenca de picos de baixa intensidade referentes aos planos
cristalograficos (004), (200), (105), (211) e (213) de acordo com a ficha ICDD card. N 84-
1286, demonstrando crescimento aleatério sem planos preferenciais. Contudo, ainda esta
presente uma estrutura amorfa para baixos angulos. A cristalizacdo da anatase ocorre a
temperatura de 300°C, na qual além de se verificar um estreitamento e aumento da
intensidade dos picos referidos, desaparece a fase amorfa e surge para 20z 29° o plano
(101). O aumento da temperatura induz a recristalizagdo e consequente aumento do tamanho
de grao.

A fase rutilo ndo é formada durante o intervalo de temperatura seleccionado. Kholmanov et
al. (2003) ap6s depositar TiO, pela técnica deposicao por feixe supersonico sujeitou o filme a
tratamento térmico tendo experienciado a cristalizagdo da anatase a 400°C e a transformagao
anatase-rutilo a 800°C. Filmes de TiO, produzidos por hidrélise experienciam essa
tranformacdo a 600°C (zhang & Banfield, 2000), enquanto pela técnica sol-gel a anatase
mantém-se até 800°C (Rahman et al., 2000). Jung et al. (2003) reportam essa transformacéo a
650°C para filmes produzidos por MOCVD mas obtém resultados diferentes consoante o
substrato, experienciam que a deposigdo em substrato Si (100) conduz & formagédo de
anatase a 600°C, mas nas mesmas condigcdes filmes depositados sobre Si (111) ocorre a
formagao de anatase e rutilo, sugerindo que a direc¢ao de crescimento do filme & largamento
influenciada pela orientacdo e tipo de substrato e consequentemente a transformagdo de
fases também o sera. Conclui-se que a transformagdo referida & depende da técnica e
condicdes de deposi¢dao, contudo os resultados obtidos neste trabalho encaixam no intervalo
de temperatura de diversas técnicas.

Por outro lado, a transformagdo da fase amorfa para anatase na gama de temperaturas
300-400°C é reportada abundantemente na literatura para diversos métodos de producdo de
filmes finos, nomeadamente Wang et al (2006) por pulverizagdo catddica radio-frequéncia
modo magnetrao, Torrell et al (2011) por pulverizacdo catddica corrente continua modo
magnetrao e Esfahani & Habibi (2008) pela técnica sol-gel.

Da analise realizada retira-se que a cristalizacdo da matriz de TiO, ocorre para valores de
temperatura de 400°C. Uma vez que o estudo engloba filmes de TiO, com Ag fazer-se-a de
seguida a mesma analise para tais filmes.

Observa-se da evolucdo dos difratogramas da figura 6.2, que o filme apresenta uma
estrutura amorfizada que a temperatura de 100°C transforma-se no plano (111) da estrutura
cubica de faces centradas da prata. O crescente aumento da temperatura provoca o
aparecimento de outros planos cristalograficos, nomeadamente (200) e (220). Tal como no

filme TiO,, o aumento da temperatura acompanha o estreitamento e aumento de intensidade
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dos picos de difraccdo. A observagdo dos difractogramas na escala presente ndo permite
identificar fases cristalinas de TiO,. No entanto o aumento da escala permitiu a identificacdo
de uma estrutura com indicios de cristalinidade na posicdo 20= 29° a temperaturas inferiores

a 500°C, referente a fase cristalina anatase.
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Figura 6.2: Difratogramas obtidos por HTXRD para a amostra de TiO, dopado com Ag, com temperatura inicial a
27°C e aumento gradual de 100°C até atingir os 700°C. O ultimo passo é de 50°C. A imagem do lado direito

mostra a evolugdo estrutural com a temperatura.
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Em condigbes semelhantes Vaz et al. (2011) reporta a cristalizacdo da anatase a 400°C.
Esta fase cristalina (101) torna-se pronunciada a 600°C. O comportamento verificado, ou
seja, o0 retardamento da cristalizagdo do TiO, com a presenga da prata ja era esperado
devido ao aumento da barreira de activacdo da cristalizacdo (Vaz et al,, 2011).

Através da analise do comportamento dos filmes anteriormente estudados seleccionou-se a
temperatura de 500°C que permite, segundo estes dados, a cristalizagdo das fases anatase e

Ag.

6.2. ESTRUTURA E TAMANHO DE GRAO

O recozimento dos revestimentos a 500°C tinha o intuito de aumentar a cristalinidade dos
flmes com o consequente aumento do tamanho de grdo. Mais, segundo a andlise da
temperatura de recozimento, a temperatura seleccionada iria provocar a cristalizagdo de pelo
menos a fase anatase relativa a estrutura do TiO,. Além destes aspectos, sera analisada de
forma breve as microtensées induzidas pelo processo de arrefecimento.

Os revestimentos ap6s TT revelaram a mesma composicdo elementar do que os filmes
como depositados.

A figura 6.3 mostra os difratogramas obtidos apds tratamento térmico. Como esperado,
verifica-se estreitamento e aumento generalizado da intensidade dos picos de difracgdo
referentes as fases identificadas nos filmes como depositados.

Como se constata da figura 6.4, os difractogramas dos revestimentos TiO, e Ag2 apés TT,
a temperatura promoveu a cristalizacdo das fases tetragonais anatase e rutilo. Observam-se
0os picos de maior intensidade de difraccdo referentes aos padroes de indexag¢do anatase
(ICDD — card. N 84-1286) e rutilo (ICDD — card. N 88-1175). Esta anélise estende-se aos
revestimentos Agl e Ag3. Se o aumento de ordem estrutural era esperado na fase anatase,
suportado pelo estudo prévio por HTXRD, ja o rutilo ndo manifestou essa tendéncia. O facto
da fase rutilo aparecer deve-se em primeiro lugar a manifestacado de baixa ordem estrutural
deste nos revestimentos como depositados e em segundo lugar ao mecanismo de formacgao

deste.
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Figura 6.3: Difractograma dos revestimentos apds tratamento térmico a 500 °C.
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Efectivamente, segundo o modelo de tamanho critico médio, durante o recozimento os
nanocristais de anatase fundem-se até alcangcarem um tamanho critico que torna favoravel a
transformagédo para rutilo. Esta transformacao é explicada pelo valor da energia de Gibbs da
anatase (101) ser superior & do rutilo (110), respectivamente 0,44 e 0,31 J.m™? (Diebold,
2003) o que significa uma transformacdo exotérmica, contudo essa transformagédo sé ocorre
para um tamanho critico de grdo devido a competi¢gdo entre a energia de superficie (2,210,2
e 0,4%0,1 J.m™ respectivamente, rutilo e anatase) com a energia do polimorfo (Zhang & Lindan,
2003). Esta relacédo estabiliza a fase anatase para tamanhos de grao reduzidos (Zhang &
Lindan, 2003). Por outro lado, devido as consideragbes estruturais dos polimorfos (capitulo 2)
a transformacgédo ocorre simultaneamente pelo rearranjo do octaedro através da quebra de
ligagdes Ti-O que promovem a redugdo do volume da estrutura. Os difractogramas
evidenciam a orientagdo preferencial de crescimento do plano (101) para a anatase e (110)
para o rutlo o que estd de acordo com a estabilidade termodinamica das superficies,
reportado por diversos autores (Diebold, 2003; Hengerer et al., 2000).

A transformacdo ocorrida nos revestimentos contrasta com a auséncia da fase rutilo e
anatase no revestimento Ag4. Uma possivel explicagdo reside na distribuicio homogénea de
pequenos aglomerados de Ag na matriz atrasando a cristalizacdo do TiO,, como mostra a
micrografia da figura 5.3. Este efeito da Ag ja tinha sido reportado por Vaz et al. (2011).

Relativamente a estrutura cubica de faces centradas da Ag, verifica-se um aumento da
cristalinidade nos revestimentos Ag2, Ag3 e Ag4 com o aparecimento de picos de difrac¢ao
(111) (200) e (220), segundo o padrdo de indexagdo da ficha ICDD card. N 04-0783. O
revestimento Agl continua a ndo manifestar a presengca de prata cristalina. O facto da
quantidade depositada ser bastante baixa e sabendo que a prata forma estruturas estaveis
por aglomeragao, leva a assumir-se a nao existéncia de prata suficiente para ser detectavel.

O estreitamento e aumento da intensidade dos picos de difraccdo deve-se a agregacao
atobmica da Ag com a formacdo de aglomerados de grandes dimensdes, promovida por
processos de difusao.

Paralelamente, houve um aumento do tamanho de grdo das fases presentes. A figura 6.5
ilustra a evolugdo do tamanho de grao da anatase com o TT para os diversos filmes.
Constata-se que nos filmes Ag2 e Ag3 o tamanho ronda os 39 nm, enquanto que para os
filmes com baixo ou nulo teor de Ag houve uma redugdo. Esta redugdao pode ser explicada

pelo aumento do tamanho de grao da fase rutilo de aproximadamente 2 nm.
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Figura 6.5: Evolucdo do tamanho de gréo da anatase em fungéo do tratamento térmico para os diferentes filmes.

A figura 6.6 relaciona a evolugéo do tamanho de grdo da Ag antes e apds recozimento com
o teor de Ag. Assiste-se a um aumento proporcional com o tamanho de grédo antes de
recozimento que por sua vez € ditado pelo teor em Ag no revestimento. Grosseiramente, o
tamanho de grdo praticamente duplica com o tratamento térmico a 500°C.

Integrando a informacgéo referente ao tamanho de grao das diferentes fases, conclui-se que
a Ag nao influencia o tamanho de gréo das fases TiO,.

A intensidade relativa do pico (111) leva a assumir o crescimento preferencial da Ag por
este plano, contudo a sobreposicdo deste pico com o pico referente ao plano (004) da
anatase torna a conclusdo dubia.

No que concerne ao parédmetro de malha da Ag, o valor calculado tem um desvio maximo
de 0,32% relativamente ao valor tedérico 0,409 nm (Schields et al, 2008). Este valor era
expectavel ja que a estrutura CFC e os atomos de Ag tornam a inclusao de elementos dificil.
O estudo dos parametros de rede do TiO, nao foi realizado por motivo de insuficiéncia de
informagdo nos difractogramas como depositados, ndao permitindo tragcar a evolucdo dos
mesmos.

A andlise das tensodes residuais, realizada através da deslocagdo dos picos de difrac¢gdo nao
revelou desvios significativos. Contudo, e pela analise ser grosseira nao se pode inferir a
presenga de microtensdes nos filmes decorrentes do processo de arrefecimento. Da mesma

forma também ndo se pode concluir acerca da relaxagéo da rede.
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Figura 6.6: Evolucdo do tamanho de grdo da Ag em fungdo do tratamento térmico. O célculo foi realizado pela

formula de Scherrer, através do pico de maior intensidade (111).

6.3. MORFOLOGIA

O efeito da temperatura nos processos de difusdo, para muitos sistemas, pode ser descrito
pela equagdao de Arrhenius que relaciona o coeficiente de difusdo, D com a energia de

activacao, @, e temperatura T segundo a equagao 6.2:
D = D,e~Q/RT (6.2)

Da equacao anterior retira-se que o aumento da temperatura tem um efeito positivo no
coeficiente de difusdo, ou seja, acelera a difusdao de atomos e particulas. Sendo assim, é
expectavel que o TT tenha acelerado a difusdo da prata da matriz para a superficie, alterando
desse modo a morfologia.

Na figura 6.7 encontram-se as micrografias respeitantes aos revestimentos TiO, e Agl apés
TT. As imagens sugerem uma morfologia do tipo granular correspondente a zona 3 do
modelo de Thornton. A alteragao verificada, colunar — granular, é sustentado pela analise de
difraccdo de raios-X que evidencia ordem estrutural de longo alcance com um aumento do

tamanho de grdo. Superficialmente, ndo parece haver uma alteracdo significativa da

rugosidade, remetendo-se essa analise para a técnica AFM.
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Figura 6.7: Micrografias de seccéo transversal dos revestimentos TiO2 e Agl apés TT.

A micrografia do revestimento Ag2 TT, figura 6.8, evidencia aglomerados maiores a
superficie e uma diminuicdo de particulas pequenas dispersas relativamente ao AgZ2.
Provavelmente, ocorreu difusdo de Ag para a superficie sob o aumento da temperatura
promovendo a coalescéncia de particulas de menor com de maiores dimensdes. O tipo de
morfologia da matriz continua ambiguo, mas assumindo a difusdo de Ag para a superficie e
correlacionando o aumento de cristalinidade do TiO, pode-se concluir que o TT provocou uma
maior compactag¢ao do filme.

O revestimento Ag3 revela uma maior compactagao do filme, passando de morfologia
colunar aberta, zona |, para morfologia compacta, previsivelmente granular. Esta modificagao
dever-se-a a saida da Ag da matriz para a superficie, 0 que desencadeou o engrossamento
de grao do TiO,. Observa-se a superficie aglomerados de Ag de grandes dimensGes o que

desencadeara qualitativamente um aumento da rugosidade.

["det [mode]| )| | —_ | 111 R— m [m] HV det | mode D
ETD| SE 5 CEMU 10 X ETD| SE nm

Figura 6.8: Micrograficas dos revestimentos Ag2 e Ag3 apos TT.
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O revestimento Ag4 apresentava uma distribuicdo homogénea de particulas de Ag na matriz
e na superficie. O TT parece ter induzido a dissolugdo e coalescéncia das pequenas
particulas, produzindo um efeito peculiar como ¢é ilustrado na figura 6.9. Apesar da
incorporagdo de prata na matriz, como € visivel pela micrografia obtida no modo electrbes
retrodifundidos, a morfologia parece compacta com a presenga de uma grande quantidade de
defeitos. Os grandes aglomerados a superficie substituiram os pequenos aglomerados que
tendiam a diminuir a interface com o TiO,, aumentando a rugosidade relativamente ao filme
como depositado.

Resumindo, o efeito da temperatura provocou a difusdo e coalescéncia da Ag, formando-se
aglomerados de maiores dimensbes a superficie e desse modo permitiu a cristalizagdo da

matriz TiO,, visivel pela alteracdo da morfologia para granular ou mais compacta.

Figura 6.9: Micrografias do revestimento Ag4 em secg¢édo transversal, em modo electrées secundérios e electrdes

retrodifundidos respectivamente.

6.4. RUGOSIDADE

A avaliacdo da evolugao da rugosidade com o tratamento térmico cingiu-se a duas amostras
como ilustrativas do comportamento dos diferentes revestimentos. Seleccionaram-se os
revestimentos TiO, e o Ag2. Obviamente que a extrapolacdo, em rigor, nao deveria ser
tomada mas devido as limitagdes laboratoriais ndao houve alternativa.

A rugosidade dos revestimentos foi determinada através do programa Gwyddion numa area
de 10x10 pmZ.

Na figura 6.10 verifica-se qualitativamente que o recozimento ndo provocou alteragdes

significativas da rugosidade no filme TiO,, mantendo-se uma textura de baixo perfil
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organizada. Inversamente, o filme Ag2 TT evidencia alteragbes morfolégicas, com o aumento

do diferencial zonas de baixa altura e zonas de elevada altura.

Figura 6.10: Imagens topograficas 3D dos revestimentos TiO2 e Ag2 apds TT, respectivamente.

Na tabela 6.2 encontram-se o0s parametros extraidos da manipulagdo dos mapas
topograficos.

O tratamento térmico no revestimento TiO, ndo causou alteragdes significativas nos
parametros R, e R,. Efectivamente o aumento da organizagio estrutural e por conseguinte o
tamanho de grdo nao influenciaram a rugosidade. Miyagi et al. (2003) reportou um ligeiro
aumento da rugosidade com o aumento da cristalinidade do TiO, com a temperatura, tendo
obtido aumentos significativos para temperaturas de 700°C. No entanto observa-se um
aumento da assimetria relativa ao plano médio que pode ser explicado pela presenga de
impurezas como se constata da figura 6.10 (esquerda). Apesar do aumento Aurtosis ndo se
pode inferir a presenga de picos isolados, que de resto € confirmada pela imagem. Estes

resultados estdo concordantes com as imagens obtidas por SEM.

Tabela 6.1: Valores de parametros avaliadores da rugosidade das superficies TiO, e Ag2, como depositados e apos

TT.

Filme R, (nm) R, (nm) Skewness Kurtosis Area real (um?)
TiO, 4,7 5,9 0,2 0,2 101,1
TiO, 4,2 5,4 0,7 1,2 102,7
Ag2 106,1 127,9 0,3 0,7 120,2

Ag2 TT 239,7 329,2 1,9 3,7 121,4

Relativamente ao revestimento Ag2 TT, verifica-se um aumento generalizado dos
parametros avaliadores da rugosidade comparadamente com o mesmo filme como depositado.

Este aumento, & explicado pelo aumento da difusdo da Ag para a superficie com a

87



ESTUDO DA INFLUENCIA DO TRATAMENTO TERMICO NAS PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS DOS FILMES

temperatura, e por coalescéncia de particulas promoveu por um lado a assimetria, Ry, € por
outro lado o aparecimento de ilhas de grandes dimensbes mais isoladas, reflectindo o valor
3,7 de Ry,. Os parametros R, e R, espelham a diminuicdo de pequenos/médios agregados a
favor do aumento de grandes agregados.

A concordancia dos resultados obtidos por SEM e AFM, podem levar a uma analise
qualitativa sem perda de exactiddo relativamente aos restantes filmes. O filme Agl mostra
uma morfologia e superficie praticamente inalteradas com o recozimento, levando a crer uma
manutencgdo ou fraca alteragdo da rugosidade. Ja os filmes com um teor de Ag consideravel
relevam um aumento do tamanho dos agregados a superficie por motivos ja extensivamente

referenciados, inferindo-se um aumento da rugosidade ap6s TT.

6.5. DUREzA

Os difractogramas exprimem um aumento da cristalinidade e tamanho de grdao tanto nas
fases TiO, como na prata. O facto de o rutilo exibir uma estrutura mais compacta, expresso
pela maior densidade volumica, relativamente a anatase teria como consequéncia tedrica um
aumento da dureza. Por outro lado, pela relagdo Hall e Petch € esperado uma diminuigdo da
dureza com o aumento do tamanho de grdo. A etapa de arrefecimento apds o recozimento
podera induzir o aparecimento/agravamento de tensfes residuais que aumentam a dureza,
por mecanismos ja referidos anteriormente. Assim, serd a combinagdo destes factores que
ditara a variagdo da nanodureza dos revestimentos antes e apo6s TT.

A tabela 6.3 indica os valores de nanodureza para os diferentes filmes, juntamente com o

moddulo de elasticidade reduzido e profundidade maxima de indentacéo.

Tabela 6.2: Propriedades mecénicas dos revestimentos apo6s TT.

M. elasticidade Profundidade méaxima de
Filme Nanodureza (GPa)
reduzido (GPa) indentagdo (nm)
TiO, TT 10,4 = 0,50 199,5 + 6,45 136,4
Agl TT 11,3 £ 0,52 185,6 £ 4,86 133,1
Ag2 TT 3,2 0,21 126,1 £ 7,43 253,9
Ag3 TT 1,6 £ 0,21 159,6 £ 41,15 368,5
Ag4 TT 7,3 £ 0,64 162,7 £ 3,60 166,4

Constata-se que apenas o revestimento Ag4 apresenta um valor de nanodureza com

tendéncia oposta ao aumento do teor de Ag. Para observar diferencas de comportamento
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relacionou-se os valores de nanodureza antes e ap6s TT com o teor em Ag, expresso na
figura 6.11. O decréscimo registado para os revestimento Ag2 e Ag3 dever-se-a sobretudo ao
aumento de Ag a superficie e aumento do tamanho de grdo. Nestes filmes o processo de
cristalizacdo da anatase e rutilo ndo se fizeram sentir. Os revestimentos TiO, e Agl
experimentaram o maior decréscimo de nanodureza, que podera estar relacionada com a
relacdo Hall e Petch.

O comportamento discordante do filme Ag4 pode dever-se ao aumento da compacticidade do

filme, visualizado na figura 6.9.
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Figura 6.11: Relagdo entre o teor em prata e a nanodureza para os fiimes com e sem TT.

6.6. MOLHABILIDADE

Os revestimentos estudados tém como possivel aplicagdo servirem como interface pele-
material. A interface referida, devido as condi¢gdes impostas pelo ambiente circundante, é alvo
de elevada humidade agravada por transpiragdo anormal. Neste sentido, o comportamento
entre a superficie € 0 meio aquoso revela-se importante de modo a projectar um sistema
capaz de inibir a proliferacdo de microorganismos.

Segundo Berg et al (1994) a reactividade de um liquido com um material € avaliada pela
tensdo de adesao da superficie, determinada pelo valor do angulo de contacto. O calculo da
tensdo de superficie é efectuado segundo a equacdo 6.3 que relaciona o angulo de contacto

com a tensdo superficial da agua, y°= 72,8 mJ.m™ (Chaudhury et al, 1996).

7o =v°cos O (6.3)
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De acordo com esta equagdo, superficies que exibam tensGes de adesdo superiores ao
limite BCEB'™ (30 mJ.m™) s&o consideradas hidrofilicas e inferiores a este valor sdo
hidrofoébicas. Note-se que a catalogacdo de uma superficie como hidrofilica ou hidrofobica &
redutora, pois o comportamento com outros liquidos é especifico da interacgdo soélido -
liquido. Pressupondo este factor, procurou-se aproximar as condigdes de ensaio a aplicagédo e
dai a utilizagdo de agua como liquido teste.

A figura 6.12 ilustra as tensdes de adesdo dos diversos revestimentos estudados ao longo
deste trabalho.

Valores negativos de tensdo de adeséo referem-se a valores de angulo de contacto superior
a 90°. A analise do grafico permite constatar que no geral os filmes possuem pouca
reactividade com a agua. O revestimento Agl TT revela a maior reactividade com a agua.
Fazendo consideragbes puramente energéticas, quanto maior for a tensdo superficial maior
seré a reactividade, tendo em consideracdo que a anatase possui 91 mN.m™ (Arkles et al,
2009), o rutilo 143 mN.m™" e a prata 890 mN.m™ (7, 2011), seria de esperar um menor angulo
de contacto e maior reactividade nos filmes com Ag. O revestimento TiO, e Agl sendo
estruturalmente constituidos pelas fases anatase e rutilo confirmam a maior reactividade com
a agua fundamentada na baixa rugosidade. Os filmes Ag2 e Ag3 sofreram alteragbes
estruturais significativas, o que de resto estd patente no aumento da reactividade com o
aumento da organizagao estrutural da anatase, rutilo e Ag. Por fim o revestimento Ag4 foi
aquele que experimentou menores alteragbes estruturais, nao apresentando as fases
cristalinas do TiO,, mantendo grosseiramente a mesma reactividade.

Estes resultados fornecem uma base para compreender o tipo de interaccdo destas
superficies nao s6 com fluidos, nomeadamente o suor, mas também com células procarioticas
e eucarioticas. Loosdrecht et al. (1990) e Hsieh e Timm (1988) reportaram uma maior adesao
das bactérias E.coli e Aureus a superficies hidrofébicas, respectivamente. Contudo, pela
diversidade e caracteristicas dos imensos microorganismos existentes nao ha um
comportamento geral. Inversamente, as cé€lulas animais manifestam maior adesdao a

superficies hidrofilicas. Este estudo sera apresentado no capitulo 7 com mais detalhe.

8 Acronimo nomes dos autores : Berg, Claesson, Eriksson e Borve
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Figura 6.12:. Tensdo de adesdo dos revestimentos antes a apos TT.

Como se verificou no capitulo anterior, a rugosidade relacionou-se directamente com o
angulo de contacto. Devido a escassez de dados no que concerne a rugosidade das
superficies apés TT, essa analise ndo sera realizada. Reporta-se, no entanto, uma diminui¢ao
do angulo de contacto do revestimento Ag2 ap6s TT. Este aumento parece contraditério com
0 aumento da rugosidade média de 2257%. Tendo em conta que apesar da importancia
microscopica do relevo da superficie no angulo de contacto, a medida & essencialmente
macroscopica, € neste sentido apesar do valor da rugosidade média sofrer uma elevada
inflagdo, este ndo & condizente com o perfil fornecido pela AFM. O parametro Aurtosis sofre
um aumento traduzido pelo aumento das discrepancias de relevo, nomeadamente a presenca

de picos isolados. Ora macroscopicamente, a superficie apresenta-se mais lisa, 0 que pode

explicar a menor hidrofobicidade.

6.7. CONCLUSOES PARCIAIS

O tratamento térmico a 500°C provoca a cristalizagdo das fases tetragonais do TiO, e CFC
da Ag, promovida pela difusdo e coalescéncia da Ag a superficie que facilita a organizagao
estrutural da matriz TiO,. O aumento geral do tamanho de grdo induz a formagdo de
morfologias mais compactas, do tipo granular, e constata-se um aumento da rugosidade nos
filmes com composicdo de Ag significativa. Estes factos resultam na diminuicdo da

nanodureza e hidrofobicidade.
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/. EsTuDO DO COMPORTAMENTO BIOLOGICO

DOS FILMES

O facto da interface encaixe-coto ter um relevo especial no que concerne ao conforto e a
apeténcia por desenvolvimento de biofiimes de microorganismos potencialmente patogénicos,
torna o estudo do comportamento biolégico dos revestimentos preponderante. O objectivo final
sera a producdo de revestimentos tdxicos para microorganismos e nao toxicos para as células
humanas.

A inclusdo da Ag nos revestimentos, deve-se por um lado a ductilidade e por outro ao
referenciado efeito antimicrobiano nao especifico sob mais de 650 organismos causadores de
doencas, nomeadamente bactérias e fungos (Schrand et al, 2010; Cao e Liu, 2010). As
nanoparticulas (NP’s) de Ag, por possuirem um tamanho nanométrico, 1-100 nm, exibem
propriedades distintas do tamanho macroscépico, no que concerne a reactividade da
superficie, area superficial, solubilidade, forma, entre outros (Schrand et a/., 2010). No presente
estudo objectivava-se obter NP’s de Ag embebidas na matriz TiO,. Neste campo, apenas o
filme Ag4 pode ser considerado como tal, e desse modo a analise biolégica nao ira incidir
sobre NP’s. Contudo, a bibliografia realca a semelhanca de acgdo e efeitos das NP’s e ides
Ag’.

De acordo com os dados obtidos mais relevantes para o desempenho biol6gico, construi-

se a tabela 7.1.
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Tabela 7.1. Propriedades passiveis de influenciar o comportamento biolégico dos revestimentos. O tamanho dos
aglomerados foi inferido por AFM e SEM; “ * ” significa mesma composi¢do dos revestimentos como depositados; “

- “ falta de dados ou informagéo n&o valida.

Rugosidade Angulo de
Aglomerados Ag contacto com H,0

Filme % at. Ag Fases estruturais

(um) Ra Area, )
(nm) (um?)

TiO, 0 Anatase/Rutilo - 4,7 101,1 97,9
Agl 0,1 Anatase/Rutilo - - - 99,3
Ag2 12,8 Amorfa/Ag CFC 0,5-2 106,1 120,2 1z
Ag3 23,3 Amorfa/Ag CFC 2-3 135,3 108,1 139,3
Ag4 27,8 Ag CFC 0,1-0,3 69,1 108,9 95,1
TiO, TT % Anatase/Rutilo - 4,2 101,1 88,6
Agl TT * Anatase/Rutilo - - - 63,1
Ag2 TT % Anatase/Ag CFC 1-2 239,7 121,4 87,3
Ag3 TT % Anatase/Ag CFC 1,5 - 2 - - 95,9
Ag4 TT * Ag CFC 2-3 - - 101,6

7.1. CITOTOXICIDADE /N VITRO

7.1.1. CITOTOXICIDADE POR CONTACTO INDIRECTO

A analise citotoxica presente neste estudo baseia-se na norma ISO 10993-5 que estipula
que qualquer agente que promova uma reducdo de 30% da viabilidade celular & citotoxico.

O ensaio de citotoxicidade por contacto indirecto baseia-se no pressuposto de libertacao de
agentes dos revestimentos que sejam ou ndo passiveis de afectar a viabilidade celular.

Como foi referido no capitulo 4, apés o condicionamento do meio com o revestimento, o
meio foi recolhido e incubado com células MEF’s. Mediu-se a absorvancia do meio durante 3
dias ap6s incubagdo com Alamar Blue e calculou-se a percentagem de viabilidade celular
relativamente ao controlo negativo. Os resultados de viabilidade celular para os tempos de

condicionamento de 1 e 5 dias encontram-se nas figuras 7.1 e 7.2, respectivamente.
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Figura 7.1: Viabilidade celular relativa das células MEF’s apos contacto com meio condicionado durante 1 dia com
os revestimentos. Dados do teste ANOVA (GraphPad Prism) com 95% de confianga revelam diferengas
significativas entre: o TiO, e Ag2, Ag3 e DMSO; o TiO, TT e Ag2, Ag3, DMSO; o Agl e Ag2, Ag3. Para alguns

tempos existem algumas diferengas.

A primeira constatagdo dos graficos € o elevado desvio padrdo na viabilidade celular das
células expostas a alguns dos revestimentos. Este factor dificulta a precisdo da analise e
pode ser atenuado pela realizagdo de mais ensaios. Tendo em consideracdao o desvio padréao
e o comportamento exibido pelos revestimentos, podem agrupar-se os resultados em trés
grupos: o primeiro constituido pelos revestimentos, Ag2 e Ag3, que exibem claramente
toxicidade, o segundo pelos revestimentos que ndo revelam toxicidade (TiO,; Agl; TiO, TT,
Agl TT) e um terceiro grupo instavel (Ag4; Ag2 TT, Ag3 TT e Ag4 TT). O teste Alamar Blue
tem o risco associado da redugdao mitocondrial da resazurina, que é afectada pela condicao
celular, ou seja, o metabolismo celular pode nao permitir a redugdo da substancia apesar da
célula estar viva. Nesse caso, a nao redugao podia representar um estado intermédio apds o
qual poderia haver recuperagao. Constata-se pelas imagens da figura 7.2., obtidas antes da
adicao de Alamar Blue, que as células condicionadas com o0s meios referentes aos
revestimentos Ag2 TT, Ag3 TT e Ag4 TT possuem uma distribuicdo e morfologia anormais,
com baixa confluéncia o que denota a presenga no meio de algo toxico, designadamente a
Ag. Esta condi¢do significa uma diminuicdo de prata no meio relativamente aos mesmos

revestimentos como depositados, e consequentemente uma menor citotoxicidade. Na imagem
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Ag4 verifica-se uma morfologia celular indicativa de morte, semelhante ao controlo de morte
DMSO.

Estes resultados indicam que, apos 1 dia de condicionamento com os revestimentos, houve
libertacdo de agentes toxicos dos revestimentos Ag2, Ag3, Ag4 e em menor grau nos

revestimentos sujeitos a tratamento térmico.

Figura 7.2: Imagens obtidas por microscopia optica, para uma ampliagdo 100 x.

A libertacdo de agentes téxicos dos revestimentos, nomeadamente ides ou nanoparticulas de
prata, pode ocorrer ao longo do tempo. O factor tempo é sem duvida um parametro a ter em
conta neste estudo, j& que a potencial presenga destes revestimentos numa protese pode
implicar o uso continuo ou nao durante alguns dias ou meses. Por outro lado, caso a
libertacdo de agentes toxicos ndo seja suficiente para induzir uma resposta celular, a
capacidade de recuperacdo das células é testado, o que ndo nos permite averiguar se no
intervalo de tempo ocorreram “picos” de libertagao.

Os resultados da figura 7.2, referente ao condicionamento de 5 dias, mostram uma

distribuicdo semelhante a figura 7.1 assumindo as considerac¢des relatadas.
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Figura 7.3: Viabilidade celular relativa das células MEF’s apds contacto com o meio condicionado durante 5 dias
com os revestimentos. Os revestimentos Ag4 e Ag4 TT néo foram testados por limitagdes técnicas. Os resultados
estatisticos revelam diferengas significativas entre: o TiO, e Ag2, Ag3, DMSO; o TiO, TT e Ag2, Ag3, DMSO; o
Agl e Ag2, Ag3, DMSO; o Ag2 e Ag2 TT; o Ag3 e Ag3 TT; o Ag2 TT e DMSO.

Estes resultados exprimem que nao ha diferengas significativas com o tempo de
condicionamento, exprimindo que aparentemente a libertagdo de prata para o meio ocorre a
uma taxa continua ou que tem um “pico” inicial e que diminui com o tempo. De facto, destes
resultados pode-se extrapolar que nao houve deterioragdo da superficie do revestimento, pois
a haver haveria libertagdo desigual de Ag.

Outro dos pontos que importa mencionar € o comportamento analogo das células entre cada
tempo de medicdo, 24h, 48h e 72h, o que revela que a acontecer o efeito toxico é constante
nao ocorrendo recuperagao celular.

O mecanismo de toxicidade da Ag gera algumas controvérsias no meio académico e este
estudo € insuficiente para esclarece-lo. No entanto, AshaRani et a/ (2008) sugere que as
NP’s de Ag oxidam quando em contacto com meio de cultura ou proteinas citiplasmaticas,
nomeadamente com moléculas de agua. Kim et al (2007) utilizando enzimas antioxidantes
experienciou que a citotoxicidade das NP’s de Ag é fundamentalmente resultado de stress
oxidativo, e que este & independente da toxicidade dos ides Ag’. Independentemente da
controvérsia existente sobre este assunto, parece que, pelo método de producdo e

propriedades dos revestimentos analisados, dificilmente ocorrera a libertagdo de NP’s, o que
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pelo conhecimento actual a toxicidade neste caso se deve exclusivamente aos ides Ag’.
Jamuna-Thevi et al. (2011) produziram revestimentos de TiO, com prata por pulverizagio
catodica por radio frequéncia modo magnetrao e reportam que ocorreu libertagcdo de ides Ag*
do revestimento quando em contacto com PBS. Mais ainda, que essa libertagdo foi
considerada dependente do teor em prata no revestimento, ocorrendo um pico generalizado
ap6s 24h de imersdo com posterior decréscimo. Ewald et a. (2006) ao trabalharem com
revestimentos de titdnio dopado com prata produzidos por PVD chegou as mesmas
conclusbes, o que pode explicar o sucedido no presente estudo no que concerne a
semelhante distribuicdo nos tempos de condicionamento 1 e 5 dias.

A respeito da diferenca de comportamento celular quando em contacto com meio de
revestimentos como depositados e apds tratamento térmico, esta ndao era expectavel devido a
manutencdo da percentagem de Ag, especulando-se sobre um factor geral inibidor de
libertacdo que se baseia no fenébmeno de tratamento térmico e nas suas consequéncias
fisico-quimicas. Yu et al. (2011) constatou que durante o tratamento térmico de revestimentos
de TiO, dopados com prata pelo método sol-gel, os ibes Ag* migraram para a superficie
dando origem a ligagdes Ag-O-Ti. Ora, este tipo de ligagdes dificulta a oxidagao e libertagao
da Ag, o que pode explicar o aumento de viabilidade celular dos MEF’s.

A caracterizagéo fisico-quimica dos revestimentos nao permite esclarecer os mecanismos
subjacentes a tal comportamento. Contudo, 0 aumento do tamanho de grdao associado ao
aumento do tamanho dos aglomerados de Ag € um factor decisivo referenciado por diversos
autores (Ajayan, 1988; Cao, 2010). Auffan et a/. (2009) sugerem um aumento da toxicidade das
NP’s de Ag com a diminuicdo do seu tamanho, referindo que isso se deve por um lado ao
aumento do numero de atomos localizados na superficie e por outro lado ao facto de NP’s
exibirem elevada reactividade fruto da sua instabilidade. Apesar do referido autor propor esta
avaliacdo para NP’s até 30 nm, fisicamente a relagdo area superficial — tamanho particulas é
valida e estende-se a NP’s maiores, o que torna um possivel fundamento para as diferencas
observadas.

A nivel estrutural, o tratamento térmico promoveu alteracbes significativas na ordem
estrutural, com a passagem de baixa ordem para elevada ordem a longa distancia. Estas
alteragcdes materializaram-se em todos os revestimentos consolidando assim a estrutura,
tornando-a mais compacta e diminuindo os defeitos. Apesar da bibliografia consultada nao
mencionar uma relagdo entre a cristalinidade da Ag e os efeitos citotoxicos, estudos
conduzidos por Yokoyama ef al (1985) e Liu et al (2005) demonstraram diferengas
energéticas significativas entre o Fe® amorfo e cristalino, baseadas na energia superficial e
quantidade de defeitos das estruturas, concluindo uma maior reactividade da fase amorfa em

relacdo a cristalina. A caracterizagao fisico-quimica realizada ndo permite de todo chegar a
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essa conclusdo, mas a evolugdo estrutural e os resultados citotbxicos mostram essa
tendéncia, sendo portanto um ponto a considerar em futuras investigagbes. Quanto ao teor
em Ag, verificou-se citotoxicidade para valores superiores a 12,8% at., sendo este um

parametro de analise redutor como ja exposto.

7.1.2. CITOTOXICIDADE POR CONTACTO DIRECTO

O ensaio de citotoxicidade por contacto directo avalia ndo apenas a libertagdo de agentes
toxicos para as células mas também a apeténcia destas aderirem ao revestimento.
Efectivamente, a interface encaixe-coto é propicia a humidade e presenca de suor, dai a
relevancia do estudo anterior. No entanto, o contacto entre o revestimento e a pele releva
outro tipo de analise, que esta subjacente a este ensaio.

Neste ensaio, células BJ5TA foram incubadas com os revestimentos que ocuparam a
maioria da area dos pocos da placa de 24. A viabilidade celular foi avaliada segundo a
medicdo das absorvancias dos meios com ALAMAR, ap6s 24, 48 e 72h da incubagéo. Os
resultados calculados para 100% de viabilidade celular do controlo de vida encontram-se

expressos na figura 7.4.
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Figura 7.4: Viabilidade celular relativa das células BJ5TA apds o contacto com os diferentes revestimentos. Existem
diferengas significativas entre: o TiO, e Agl, Ag2, Ag3, Ag4, Agl TT, Ag2 TT, Ag3 TT, Ag4 TT, DMSO; o Agl e
Ag2, Ag3, Ag4, Ag2 TT, Ag3 TT, Ag4 TT, DMSO; o Agl TT e Ag2 TT, Ag3 TT, Ag4 TT, DMSO.
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Constata-se que as células em contacto com os revestimentos TiO, e TiO, TT apresentam
uma percentagem de viabilidade celular elevada, semelhante ao controlo negativo.
Manifestamente, as células incubadas com os revestimentos Ag2, Ag3, Ag4 e os respectivos
com tratamento térmico revelam uma percentagem de viabilidade no mesmo intervalo que o
controlo positivo (DMSQ), sendo portanto citotoxicos. Os revestimentos Agl e Agl TT exibem
uma diminuicdo gradual de viabilidade com o tempo, comportando-se inicialmente como ndo
citotoxicos e invertendo essa tendéncia. A figura 7.4 mostra a morfologia das células BJ5TA
em meio de cultura DMEM quando aderentes ao plastico da placa de 24 pogos. Observa-se
que possuem forma alongada e elevada confluéncia contrariamente as células sobre os
revestimentos toxicos, que apresentam forma esférica caracteristica de processo de morte
celular, como observado no DMSO. Constata-se que ha medida que aumenta o teor em prata
nos revestimentos, verifica-se uma diminuicdo gradual da confluéncia e morfologia alongada

das células, culminando na morte nos revestimentos com prata superior a 12,8% at.

)

Figura 7.5: Imagens obtidas por microscopia Optica, para uma amplicagdo 100 x, para contacto directo 48 h.

Estas alteracbes morfolégicas sdo um ponto de partida para a analise de citotoxicidade.
Ekwall et al. (1990) refere que o primeiro sinal do efeito toxico numa célula, &€ a alteragéo da
sua morfologia. Tal, pode decorrer da sensibilidade das células para auscultarem o meio
envolvente, como evidenciado pela diminuicdo da proliferagdo de fibroblastos em matrizes de
colagénio quando comparada com o vidro (Wolgemuth, 2011). Desta Ultima observagédo esta
inerente o conceito de adesdo celular. Fundamentalmente, a maioria das células crescem

quando aderidas a um substrato, sendo raras as que o fazem em suspensdo. O modo como
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as células sentem e respondem ao seu redor bem como o mecanismo de adesdo ainda sao
processos desconhecidos (Janmey et a/, 2009). Pelham & Wang (1997) experienciaram que
fibroblastos proliferam mais lentamente em substratos mais duros, sendo a dureza uma das
propriedades que interfere com a adesdo. No presente estudo & evidente a influéncia do
substrato. No entanto e devido aos revestimentos apresentarem numerosas propriedades
diferenciadores, o estudo de qual ou quais propriedades afectaram a viabilidade é dificil.

O comportamento das células BJ5TA aos revestimentos Agl e Agl TT dever-se-a a prata.
Se nado vejamos, as fases estruturais e rugosidade média destes revestimentos séo as
mesmas do TiO,. O intervalo de valores de nanodureza TiO, e TiO, TT compreende os
valores exibidos por Agl TT, o que supde a nao interferéncia desta propriedade na resposta
celular. Paralelamente, os revestimentos Agl e Agl TT manifestam comportamentos
desfasados quanto a reactividade com a agua. Ora, o elemento diferenciador no que
concerne a citotoxicidade devera advir do teor em prata. Apesar da analise de composigéao
quimica nao revelar uma composicao significativa deste elemento, as evidéncias clarificam
que tal teor deve ser o suficiente para desencadear toxicidade. Obviamente, que esta anélise
€ redutora, pois 0 comportamento das células € com certeza despoletado pela sinergia de
diversas propriedades.

Quanto aos revestimentos que apresentam citotoxicidade, as propriedades fisico-quimicas e
mecanicas, propéem o que ja foi referido anteriormente, que a Ag é o elemento de ligagcdo na
resposta celular exibida. Assim, este estudo permite aferir que teor atdbmicos de Ag superiores
a 12,8% sao citotdxicos para as células BJ5TA. Mais, que o contacto entre as células e os
revestimentos potencia a citotoxicidade, como se constata nos revestimentos Ag2 TT, Ag3 TT
e Ag4 TT. Este facto, podera ser atribuido aos efeitos delatores do contacto na membrana
celular somado ao efeito da geragdo de ROS devido a libertagdo de Ag”.

Estes resultados confirmam a prevaléncia da composicdo quimica no comportamento das
células nos testes /n vitro como aclamado por Giavaresi ef al. (2006) em substratos de poli
(2-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato). Este autor refere que a nanotopografia exerce uma
maior influéncia no comportamento /in vivo.

O presente estudo, contacto indirecto e directo, baseia-se na fungdo mitocondrial.
Assumindo-se que o efeito toxico observado advém de ides Ag*, segundo Moutin ef al. (1989)
a perda da funcdo mitocondrial e morte celular deve-se & “ocupacéo’ dos canais de Ca?*
pelos ides Ag*, provocando um aumento intracelular do Ca®*. Esta disrupgdo da homeostase
do célcio induz um aumento do fluxo na membrana mitocondrial, resultando no dano da
mesma, levando ao aumento de producdo de ROS e inibicdo da sintese de ATP (Orrenius,
1992). O aumento de calcio na mitocdndria também pode resultar na libertagdo de agentes

apoptoticos como o citocromo ¢ e endonuclease G que induzem apoptose (Belizario, 2007 ).
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7.2. AVALIAGAO DO EFEITO ANTIMICROBIANO

7.2.1. TAXA DE CRESCIMENTO ESPECIFICA

O estudo do efeito antibacteriano dos revestimentos foi realizado primeiramente através da
taxa de crescimento especifica e numa segunda fase pelo halo de inibi¢ado.

Na avaliacdo pelo método quantitativo, tomou-se em consideragdo o possivel desgaste do
material e desse modo determinou-se a taxa de crescimento especifica dos microorganismos
apés cada lavagem do revestimento com etanol. Os resultados da taxa de crescimento
especifica calculados em relagdo a taxa de crescimento de cada microorganismo em meio de
cultura estdo expressos nas figuras 7.6, 7.7 e 7.8.

Este método de analise, pelo facto de se condicionar o revestimento com um meio, pode
ser comparado ao método do contacto indirecto na avaliagdo citotdxica. No entanto, os meios
condicionados sado diferentes, o que afecta a libertacdo de ides Ag*. Por outro lado, a
sensibilidade das células eucariotas € geralmente inferior as procariotas, ndo se esperando
resultados semelhantes.

Na figura 7.6 observa-se que os revestimentos TiO,, TiO,, Agl TT e Ag2 TT nao
manifestam toxicidade nas 2 lavagens para a E.coli. Contrariamente, os revestimentos Ag2,
Ag3, Ag4 e Ag4 TT exibem um efeito antibacteriano. Os restantes revestimentos, apresentam
situagbes peculiares. No caso Agl, este apresenta toxicidade na 12 lavagem e na 22 nao

apresenta, e o efeito é invertido no revestimento Ag3.

Escherichia coli
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Figura 7.6: Taxa de crescimento especifica da £.coli quando em contacto com meio condicionado de diferentes

revestimentos.
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O comportamento observado na bactéria E.coli &€ semelhante ao do Aureus, a excepgao do

22 lixiviado do Agl e Agl TT, em que a bactéria Gram positiva exibe uma taxa de

crescimento relativa semelhante ao controlo de vida e uma taxa reduzida, respectivamente.

Taxa de crescimento relativa

Staphylococcus Aureus
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Figura 7.7: Taxa de crescimento especifica relativa do Aureus quando em contacto com meio condicionado de

diferentes revestimentos.

Relativamente a levedura, o comportamento & semelhante aos anteriores com a excepgao

da 12 lavagem Ag2. Seria de esperar, fruto da sua maior resisténcia, uma diminuicdo do

efeito antibacteriano, o que nao se verifica, talvez devido a elevada concentracdo de ibes Ag*

no meio de cultura.
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Figura 7.8: Taxa de crescimento especifica da C. albicans quando em contacto com meio condicionado de

diferentes revestimentos.
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Constata-se genericamente que os revestimentos com teor de prata igual ou superior a 12,8
%at. apresentam efeito antimicrobiano nos micoorganismos testados. Os mesmos
revestimentos ap0s tratamento térmico ndo revelam esse efeito, com excepgédo do Ag4 TT.

Estes resultados s&o consistentes com os resultados obtidos nos ensaios citotoxicos
contacto indirecto. Segundo Joyce-Wohrmann ef al. (1999) a concentragdo minima de ides
Ag* para manifestar efeito antimicrobiano na E.coli e Aureus é 0,1 ppb, valor muito inferior a
concentragdo minima para provocar toxicidade em células humanas, 10 ppb, postulado por
Schierholz (1998). Apesar do meio de condicionamento dos revestimentos nos ensaios
citotdxicos e microbianos ser diferente, o que podia ter inviesado os resultados pela possivel
diferenca de ‘“reactividades” com os ibes Ag®, verifica-se que o0s revestimentos que
apresentaram citotoxicidade com a adigdo do Ag4 TT manifestaram efeito antimicrobiano. A
relacdo destes resultados deve ser fundamentada na libertagdo de ibes Ag* para o meio, e
nesse sentido a anélise realizada anteriormente é referenciada para o presente ensaio.

No que concerne aos revestimentos e ao comportamento verificado, estes sdo apoiados por
diversos autores. Kelly et al. (2009) reportaram uma redugdo consideravel na viabilidade do
Aureus em superficies TiIN/Ag com composicdao atomica de prata de 16.7%. Chen et al
(2006) verificaram o comportamento antibacteriano de revestimentos de hidroxiapatite dopado
com prata produzidos por pulverizacdo catodica radio-frequéncia modo magnetrao. Os
revestimentos com composicdo de prata 2,05 % wt., rugosidade média 0,276 um e angulo
de contacto 34,9°, exibiam uma reducdo da adesdo do Aureus. Reducoes de 99% e 91%
para as Aureus e E.coli foram experienciadas apés 24h em revestimentos de TiO, produzidos
por deposi¢cdo fase liquida (Sun, 2008). Li et al (2011) implantaram ides Ag e N em
superficies de Ti via plasma imersao, obtendo revestimentos com teores de prata de cerca de
4 %at. Foram observadas reducbdes de 100% e 95% na E.coli e Aureus, respectivamente.
Song et al. (2011) recorrendo a técnica de pulverizagdo catodica corrente continua modo
magnetrao reactivo produziram revestimentos multicamadas, com a camada de topo TiO,/Ag
com 10%at. de Ag, e relataram efeito antimicrobiano contra o Aureus. O mesmo efeito é
reportado por Foster et al (2010) com revestimentos TiO,/Ag produzidos por CVD. Estes
relatos todos tém em comum o efeito antibacteriano contra as bactérias usadas neste
trabalho. No entanto, verificam-se diferencas notorias na relacdo teore de prata e efeito
antibacterino. Retira-se que o efeito antibacteriano dependera na origem da técnica de
producdo de revestimentos e materiais utilizados. Subjacente a estes dois factores estdo as
propriedades fisico-quimicas dos mesmos, que influenciam a libertacdo de ides Ag*. Ou seja,
0 método mais preciso de analisar o efeito sera através da quantificacdo de ides ou particulas
de Ag no meio decorrente da concentracdo daqueles no meio, e a posteriori obter uma

relacdo com as propriedades dos revestimentos.
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Ressalva-se nos estudos reportados anteriormente a analise pontual efectuada na maioria
dos casos, através do método contagem de colonias. O presente estudo considerou a curva
de crescimento dos microorganismos, sendo portanto uma analise em funcdo do tempo €&
reveladora de particularidades. As figuras 7.9 e 7.10 ilustram essa evolugdo. Obviamente, que
a taxa de crescimento relativa exprime a evolugdo retratada nos grafico, contudo a informacgéo

grafico fornece outra perspectiva do comportamento.
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Figura 7.9: Curvas de crescimento da bactéria £.coli quando exposta a meios condicionados com os revestimentos.

As figuras revelam que o termo mais preciso para avaliar o efeito & bacteriostatico. Isto
porque, como se observa da figura 7.9, no revestimento Ag4 TT a E.coli parece comegar a
recuperar entre as 5 e 6h. Suspeitamente, nos meios em que a bactéria inicia a fase
exponencial no mesmo periodo que o controlo de vida, esta prolifera melhor.

Relativamente ao comportamento do Auwreus, comprova-se na figura 7.9, a tendéncia de
crescimento superior em relacdo ao controlo de vida para alguns meios. Mantém um maior
intervalo da fase /ag para o revestimento Ag4 TT, agora inferior ao verificado na E.coli, o que
dever-se-a a maior resisténcia das bactérias gram positivas fundamentado na diferenga de

composicao da parede celular (Kim, 2007; Tiwari, 2008 ).
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Figura 7.10: Curvas de crescimento da bactéria S.aureus quando exposta a meios condicionados com os

revestimentos.

Chen et al. (2010) e Tiwari et al. (2008) experienciaram que o aumento da concentragdo de
NP’s Ag reproduz-se num aumento da fase /ag e numa diminuicdo da concentragdo de
bactérias na fase estacionaria, quando assim ocorre. Estas afirmac¢des ndao sao concordantes
com os resultados obtidos, contudo seria necessario um maior intervalo de tempo de analise
para relatar tal.

O reconhecido efeito bactericida dos idbes Ag® contrasta com o parcial conhecimento do
mecanismo sujacente. Foi proposto que os ides interagem com os grupos thiol de enzimas
vitais, inactivando-as. Evidéncias experimentais sugerem que o ADN perde a capacidade de
replicagdo aquando da interacgao da bactéria com os ides (Feng, 2000). Outros estudos
referem a ocorréncia de alteragcoes estruturais na membrana celular bem como a formagao de

aglomerados densos constituidos por prata e enxofre (Feng, 2000; Nover, 1983).

7.2.2. HALO DE INIBICAO

No ensaio qualitativo, halo de inibicdo induzido pelos agentes antimicrobianos, expds-se
uma camada de cada microorganismo em contacto directo com o revestimento durante 24h.
Este ensaio difere do anterior pelas fases dos contituintes do sistema, fase do meio e estado
do agente antimicrobiano. Segundo Humphrey & Lightbown (1952) o raio da zona de inibigdo,

r, depende essencialmente da quantidade de substancia dissolvida, M, da profundidade da
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camada de agar, h, da constante de difusdo, D, e do tempo apdés o contacto, t, como

expresso na equagao 7.1.
r2 = Dt (logM — log 4w hDt) (7.1)

Ora, decorre desta equagdo que ha uma série de factores que interferem com o halo de
inibicdo o que impede a comparagéo de resultados com outros autores, de forma rigorosa.
Um outro aspecto a ter em conta, resulta da utilizagdo dos revestimentos sélidos ao invés do
procedimento habitual realizado com extratos na fase liquida. Este aspecto é relevante na
analise pois a difusdo em sélidos é extremamente baixa devido ao arranjo compacto das
particulas, o que portanto dificulta a libertagdo do agente, neste caso Ag* para o meio.

Na figura 7.10 estdo representadas as imagens obtidos por Chemi Doc, do halo de inibigcdo
para os diferentes microorganismos e revestimentos.

Constata-se que os revestimentos provocam efeitos semelhantes nas bactérias, E.coli e
Aureus. Os revestimentos Ag2, Ag3, Ag4 induzem um halo minimo mas significativo de
actividade de acordo com o que foi exposto anteriormente. Os mesmos revestimentos apoés
TT séo representativos de halos de raios inferiores, o que estd de acordo com o efeito
bacteriostatico analisado no ensaio quantitativo. Os restantes revestimentos, como seria de
esperar, nao manifestam actividade antibacteriana. O antibiético, kan, tem um potente efeito
antibacteriano, potenciado pela fase liquida.

No que concerne aos resultados da C.albicans, esta mostrou ser resistente aos ides Ag*
libertados, as particulas Ag a superficie dos revestimentos bem como aos antibidticos
kanamicina e fluconazol.

A disposicdo de uma camada de microorganismos em agar, pode levar a formagao de
biofiimes. Os biofilmes apesar de crescerem mais lentamente, sdo muito mais densos do que
as culturas em suspensao, levando a crer que as células do biofilme estejam menos
predispostas para a actuagdo de agentes antibacterianos. Manifestamente, os biofilmes
possuem maior resisténcia do que células “dispersas”, atribuida a limitagdes difusionais na
matriz dos biofilmes, expressdao de genes resistentes e baixa actividade metabdlica das
células localizadas nas camadas mais profundas (Bailie, 2000; Beloin, 2008; Chandra, 2010;
Harriott, 2009). Em 1995, foi demonstrado que biofiimes formados por C.albicans sdo muito
mais resistentes a antifingicos do que em suspensao, o que pode explicar os resultados
obtidos (51). Cardoso (2004) experienciou que a concentragdo minima de fluconazol que inibe

em 50% o crescimento visivel da C. albicans 12A em meio RPMI" em suspenséo foi de 0,2

' Meio de cultura recomendado para fungos — RPMI -1640 — Sigma-Aldrich
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- 04 pg.mL™, enquanto em biofilme foi superior a 12 pg.mL"'. A diferente suscetibilidade da
C.albicans quando em suspensao e biofilme pode ser a razado dos resultados obtidos.

O ligeiro efeito antibacteriano dos revestimentos apdés TT dever-se-a ao contacto das
particulas Ag com as bactérias alterando e provocando o colapso da parede celular (Huang et
al., 2010).

Observa-se que o didmetro da zona de inibicdo ndo aumenta com o aumento do teor de
prata nos revestimentos. Contudo a julgar pelas areas de superficie 120, 108 e 108 pm?,
respectivamente Ag2, Ag3 e Ag4, parece que tem alguma influéncia. O que a verificar-se
transmitiria um aumento do efeito antibacteriano com o aumento do numero de particulas de
Ag a superficie. Este ponto realgca a importancia das propriedades dos revestimentos na
interaccdo com microorganismos.

De uma forma geral, estes resultados confirmam o comportamento observado no ensaio
anterior com a particularidade de os revestimentos TT exibirem um fraco efeito antibacteriano

devido ao contacto directo com as bactérias.
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E. colf Aureus C. albicans

Figura 7.11: Resultados dos testes qualitativos para os difentes revestimentos e microorganismos.
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7.3. CONCLUSOES PARCIAIS

Os extractos condicionados com os filmes Ag2, Ag3, Ag4 e Ag4 TT revelam toxicidade com
as células MEF’s. O efeito & amplificado quando as células BJ5TA estdo em contacto directo
com os filmes, produzindo efeitos tdxicos todos os filmes com Ag. Apesar de ndo se poder
inferir da amplificagdo de toxicidade devido ao uso de diferentes tipos de células que podem
possuir diferentes susceptibilidade a Ag, € claro que o efeito toxico tanto &€ manifestado via
solucdo como por contacto directo. Os resultados dos microorganismos confirmam a
toxicidade exibida pelos filmes referenciados, parecendo existir um limite a partir do qual o

efeito & delactor.
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8. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Os materiais utilizados neste trabalho, TiO,/Ag possuem um largo espectro de propriedades
com potenciais aplicagdes como se constatou da versatilidade de propriedades apresentadas.

Conclui-se que a incorporagcao de Ag no filme por pulverizagdo catédica em modo reactivo,
teve um efeito retardador na cristalizacdo do TiO,. O aumento de prata nos filmes promoveu
uma diminuicdo estequidometrica do TiO,, acompanhada da formacdo de morfologia menos
compactas. Este facto desencadeia um aumento da rugosidade que por interferir com a
molhabilidade, tem um efeito positivo. A dureza, pardmetro relevante na futura aplicagdo do
material, comportou-se como era esperado. O aumento da prata induziu uma diminui¢ao
generalizada deste parametro, concluindo-se que ha diferengas significativas entre a prata
estar embebida na matriz TiO, ou estar mioritariamente a superficie. Genericamente, ha uma

relacdo directa entre o teor de prata no filme e as propriedades estudadas.

O sistema multi-camadas que se pretende produzir € composto por materiais com diferentes
susceptibilidades a temperatura e por esse motivo, a deposicdo do material a temperatura
ambiente revela-se fundamental. Academicamente, o tratamento térmico a 500°C favoreceu a
cristalizagdo e aumento de grao da anatase, rutilo e prata baseada em processos de difusao
da prata para a superficie, o que provocou um aumento da rugosidade e a passagem de
morfologia colunares para granulares. Estes acontecimentos tém um efeito positivo na

diminuicdo da dureza e no aumento da molhabilidade.
Outros dos objectivos deste estudo era a producdo de filmes finos bactericidas. Neste

campo, as expetactivas foram superadas. Todos os filmes com percentagem atémica de prata

superior a 10% manifestaram efeito bactericida, quer via trasmissdo aquosa de agentes quer
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via contacto directo, conferindo-se o reconhecido efeito antibacteriano da prata. Por outro
lado, e porque a interface também converge para a pele, estudou-se o efeito dos filmes
quando em contacto com células eucarioticas. Os resultados demonstraram que as células
sofreram apoptose ou necrose ap6s contacto directo e indirecto de 24, 48 e 72h, quando
presentes a meios condicionados ou filmes de teor de prata superior a 10% at.. Concluiu-se
que filmes tratados térmicamente apresentaram menor ou semelhante toxicidade consoante o
tipo de teste, relevando a importancia das propriedades fisico-quimicas na libertagdo de

agentes toxicos.

Concluiu-se também que, os filmes com percentagem de prata superior a 10%at.
apresentam efeito toxico a células eucariotas e procariotas, o que faz com que o intervalo de
percentagem de prata a trabalhar no futuro se deva situar entre os 0,1 e 10%at., de forma a
nao induzir toxicidade em células humanas. Ha estudos que mostram um efeito téxico da
prata superior em microorganismo relativamente as células humanas. Assim sendo,
teoricamento o ponto a estudar efectivamente € a composicao elementar de prata para que
seja bactericida. Paralelamente, deve ocorrer a simulacédo e estudo do intervalo de dureza
optimo do sistema multi-camadas e qual a contribuicdo que deve ter o filme TiO,/Ag.

Uma propriedade que tem importancia vital € a condutividade do filme. Devido a
condutividade elevada da prata, € provavel que o filme TiO,/Ag perca o caracter isolador, e
portanto advém a necessidade de um estudo rigoroso neste ambito.

Sera da integracdo da dureza, condutividade e efeitos biologicos, ndo esquencendo o
desgaste a corrosdo, que se concluird acerca do intervalo de valores Optimos para a

producdo da camada superficial deste sistema.
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