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Resumo

Resumo

A producdo de grafeno é, usualmente, um processo dispendioso, moroso e de
baixo rendimento. Por este motivo, materiais semelhantes ao grafeno ou GBM, do inglés
Graphene Based Materials, tém vindo a ser utilizados em detrimento do grafeno. Neste
contexto, o objetivo principal desta dissertacdo foi produzir GBM por pulverizacdo
catédica, uma tecnologia limpa e com capacidade de producdo em escala superior a
maioria das tecnologias usualmente utilizadas.

A deposicdo foi efetuada, por pulverizacdo catddica r.f. magnetrdo, em modo
ndo reativo a partir de um alvo de grafite fazendo variar parametros de deposi¢do como a
densidade de poténcia, pressdo, tempo e polarizacdo do substrato. A caraterizagdo por
espectroscopia de Raman permitiu concluir que a estrutura dos filmes ndo varia com o tipo
de substratos utilizados, Si, Cu, Al, aco 316L e laminas de vidro. Os filmes finos
depositados apresentavam defeitos estruturais, avaliados pela razdo Ip/ls, e 0 estudo
efetuado permitiu concluir que os defeitos ndo sdo, maioritariamente, devidos a presenca
de ligacdes do tipo C-C sp®, mas sim a incorporacgdo de oxigénio. Com efeito, a maior
percentagem de ligacdes sdo do tipo C=C aromatico, sp? e, portanto, com estrutura
semelhante a do grafeno.

A capacidade de reduzir os GBM produzidos foi avaliada com recurso a vérias
especies bacterianas e os resultados comparados com os obtidos quando os filmes finos
foram sujeitos a tratamento térmico, em atmosfera inerte de argon, as temperaturas de 600
e 800 °C. No caso dos tratamentos térmicos a 600 °C foi observada, num dos
revestimentos testados, uma redu¢do do numero de defeitos em cerca de 1/3 do valor apds
deposicdo. O tratamento a 800 °C potenciou 0 aumento do numero de defeitos, para o
mesmo revestimento, 0 que aumentou a razdo Ip/lc para valores superiores a 1. A
utilizacdo de micro-organismos, especificamente da espécie Escherichia coli, também
permitiu a diminuicdo da razdo Ip/lg, para valores semelhantes aos obtidos apds o
tratamento térmico a 600 °C. A andlise, por espectroscopia do fotoeletrdo X, de um dos
revestimentos, apds incubacdo com E.coli revelou uma reestruturacdo das ligaches

quimicas em que o teor de ligagdes C=C do tipo aromatico aumentou.

Diana Margarida Pereira Dias ii



Resumo

A utilizacdo de diferentes espécies bacterianas possibilitou avaliar também o
caracter antimicrobiano dos diferentes filmes finos estudados. Os resultados preliminares
indicam que ha variacdo da viabilidade celular dos micro-organismos testados, consoante o
tipo de revestimento utilizado e a espécie bacteriana. No entanto, a maioria das células
bacterianas apresentam uma morfologia atipica, caracterizada por um crescimento
anormal, aparentemente devido a incapacidade de formacdo de um septo durante o

processo de divisao.

Palavras-chave: Grafeno, Pulverizacdo catddica, Reducdo Bacteriana,
Espectroscopia de Raman, Antimicrobiano.
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Abstract

Abstract

Graphene production is usually an expensive process, time consuming and
low-income. For this reason, graphene based materials (GBM) have been used instead of
graphene. In this context the main objective of this work was to produce GBM, using
sputtering, a clean technology with the ability to produce coatings in larger scale than most
commonly used technologies.

The deposition was performed by r.f. magnetron sputtering, in nonreactive
mode, from a graphite target and studying the influence of several deposition parameters
such as power density, pressure, time and substrate bias. The characterization by Raman
spectroscopy showed that the structure of the films does not vary with the type of substrate.
The deposited thin films presented structural defects, measured by the ratio Ip/lg, and the
study demonstrated that the defects are not due to the presence of the C-C sp3 type bonds,
but mostly as a consequence of oxygen incorporation. Indeed, the highest percentage of sp?
C=C aromatic bonds and, therefore, similar to the graphene.

The ability to reduce the produced oxidised GBM was evaluated by using
several bacterial species and the results compared with those obtained when the thin films
were subjected to thermal treatment, under inert argon atmosphere, at temperatures of 600
and 800 °C. In the case of thermal treatment at 600 °C in one of the tested coatings, a
reduction in the number of defects of about 1/3 of the value after deposition was observed.
The treatment at 800 °C potentiated the number of defects for the same coating, with the
ratio Ip/lc attaining values greater than 1. The use of micro-organisms, in particular
Escherichia coli, also enabled the reduction of the ratio Ip/lc for values to similar those
obtained after thermal treatment at 600 °C.

The use of different bacterial species made it possible to evaluate the
antimicrobial character of different deposited thin films. Preliminary results indicate a
change in cell viability of the micro-organisms, depending on the type of coating used and
the bacterial specie. However, most of the bacterial cells exhibit a distinctive morphology,
characterized by abnormal growth, probably due to inhibition of cell formation during the

division process.
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SIMBOLOGIA E SIGLAS

Simbologia
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A; — Seccdo transversal do canal de medicao

¢ — Concentracao

dl . ~ ~
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Y, — Tensao de Interface solido-vapor
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Introducao

INTRODUCAO

O grafeno, a monocamada de &tomos de carbono constituinte da grafite,
isolado e caracterizado pela primeira vez em 2003 por Andre Geim e Konstantin
Novoselov na universidade de Manchester é, para muitos, o material do século XXI devido
as suas propriedades, consideradas excecionais. A elevada resisténcia a tracao, 130 GPa, a
boa condutividade térmica, superior a 3000 W.m.K%, e um modulo de elasticidade de 1
TPa sdo apenas alguns dos exemplos que sustentam as premissas do grafeno ser o material
revolucionario do corrente século.

Para que este material bidimensional possa cumprir com muitas das esperangas
que nele sdo depositadas é necessario que a sua producdo seja efetuada segundo uma
tecnologia acessivel, economica e ambientalmente sustentavel. No entanto, desde cedo que
este aspeto se revelou um desafio, ndo pela falta de métodos para a sua produgdo mas sim
porque produzir grafeno, a baixo custo, com um grau de defeitos reduzido, em quantidade
suficiente para a producdo em grande escala, continua a ser um problema com que 0s
investigadores de todo o mundo se debatem desde 2003.

Os materiais da familia do grafeno ou GBM, do inglés Graphene Based
Materials, nos quais se incluem os seus Oxidos e materiais com espessura superior a da
monocamada, surgem como uma alternativa de producdo mais acessivel e de elevada
aplicabilidade, nomeadamente como reforco na producdo de materiais compositos e
transportadores de farmacos. Alguns dos métodos de producdo de grafeno requerem um
passo subsequente de reducdo o que conduz a materiais com toxicidade associada, pois 0
agente redutor vulgarmente utilizado, a hidrazina, é cancerigeno. Nesse sentido ao longo
dos ultimos anos a investigacdo tem procurado novos métodos de modificacdo dos GBM,
através do uso de tecnologias limpas e sem toxicidade associada.

E neste ambito que se insere 0 objetivo desta dissertagdo que incide sobre o
desenvolvimento de um método para a producdo de GBM, através da utilizagdo de
pulverizagdo catddica, como tecnologia limpa e econdmica. A posterior reducdo dos
materiais depositados sera testada usando bactérias. Esta abordagem permite ndo so testar a
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Introducao

capacidade de varios micro-organismos em, efetivamente, modificar os GBM depositados,
como aferir da atividade antibacteriana destas mesmas superficies.

A dissertacdo esta dividida em trés capitulos, em que o primeiro inclui uma
breve revisdo bibliografica sobre a producdo de grafeno e GBM, bem como algumas das
abordagens para a reducdo destes ultimos. O segundo capitulo inclui os diferentes métodos
e condicdes experimentais e, por fim, no terceiro capitulo sdo apresentados e discutidos 0s

resultados do estudo.
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Grafeno e GBM

1. GRAFENO E MATERIAIS BASEADOS EM
GRAFENO

O grafeno, uma monocamada de grafite composta por atomos de carbono com
ligacGes sp? e espessura de um atomo, foi isolado e caracterizado pela primeira vez em
2003 na Universidade de Manchester, no Reino Unido, por Andre Geim e Konstantin
Novoselov. O feito foi publicado em 2004, na revista Science [1], 0 que despoletou o
interesse de varios grupos de investigacdo nos anos que se seguiram. A designacao oficial
surge em 1994 na IUPAC (do inglés, International Union of Pure and Applied Chemistry),
na qual o grafeno é definido como uma monocamada de carbono da estrutura da grafite,
com natureza quimica descrita por analogia aos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos de
tamanho quase infinito [2].

Nos anos que se seguiram o estudo sobre grafeno intensificou
exponencialmente e em 2010 é atribuido o Nobel da Fisica a A. Geim e K. Novoselov
“pelos seus trabalhos revolucionarios sobre o material bidimensional, grafeno” [3.4].

O grafeno possui estrutura hexagonal bidimensional (2D) com distancia entre
atomos de carbono de 0,142 nm, e pode ainda ser considerado como a unidade béasica de
outras formas alotropicas do carbono. A Figura 1.1 apresenta uma representacdo
esquematica das estruturas formadas a partir do carbono como o fulereno, que pode ser
definido como um material de dimensdo zero (0OD), os nanotubos de carbono
monodimensionais (1D) e a grafite com estrutura tridimensional (3D) [1,5,6].

No entanto, devido a dificuldade de producédo de grafeno e devido a procura
incessante de algo ainda dificilmente alcancado, o termo grafeno tem sido utilizado de
forma errada. Por esta razdo, ao longo deste trabalho a designacéo “grafeno” diz respeito a
uma monocamada de atomos de carbono, estrutura quimica hexagonal e com ligacGes sp?.
Todos 0s restantes materiais de carbono com ligagdes sp? sdo aqui referidos como
materiais da familia do grafeno (GBM - do inglés graphene based materials), que incluem
0 Oxido de grafeno, o O0xido de grafeno reduzido, multicamadas de grafeno e compositos
onde o grafeno ¢é usado como reforco, e que sdo definidos seguindo os principios utilizados

num artigo dos editores da revista Carbon [7].

Diana Margarida Pereira Dias 3



Grafeno e GBM

Figura 1.1 Representag¢do esquematica de algumas formas alotrépicas do carbono (imagem adaptada de

(8).

1.1. Algumas Propriedades

“Os cientistas ja utilizaram quase todos os superlativos de que se lembraram
para descrever o grafeno. Esta “teia de aranha” com a espessura de um dtomo de
carbono ¢é flexivel, transparente, mais resistente que o ago, mais condutor que o cobre e
tdo fino que é efetivamente bidimensional (2D). Assim que foi isolado tornou-se numa
obsessdo para os investigadores de todo o mundo” [9]. Com efeito, o grafeno apresenta
mobilidade de eletrdes & temperatura ambiente de 2,5x10° cm?.V-is?, absorcdo da luz
visivel de 2,3 % e condutividade térmica superior a 3000 W.m* K1 [6,10-12].

C. Lee e colaboradores [13], com o0 objetivo de testar as propriedades
mecénicas do grafeno, colocaram uma camada de grafeno, obtida por esfoliacdo mecénica,
sobre um substrato de Si/SiO2 poroso com diametro entre 1,0 e 1,5 um. A camada de
grafeno foi colocada sobre os poros abertos e deformada com uma ponta de um
equipamento de microscopia de forca atdbmica, para determinar o modulo de Young (E) e a
resisténcia a tragdo. O mddulo de Young foi determinado pela aplicacdo gradual de uma
carga, até a um valor maximo de 1200 nN. A resisténcia a tracdo foi calculada pela
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aplicacdo de uma carga capaz de induzir a rotura da folha de grafeno. Neste caso, as cargas
utilizadas foram de 1,8 e 2,9 uN, para grafeno sobre poros com diametros de 1,0 e 1,5 pum,
respetivamente. Com este trabalho os investigadores determinaram os valores do modulo
de Young de 1,0 TPa e de resisténcia a tracdo de 130 GPa. Outros estudos, como os de C.
GOmez-Navarro [14] e J. Suk [15], complementaram este tipo de avaliagdo ao demonstrar
que estas excelentes propriedades, de que € exemplo o valor de E, sdo exclusivos do
grafeno e que os GBM apresentam valores inferiores.

No entanto, os GBM podem apresentar vantagens visto que é possivel obter
estes materiais por uma metodologia mais simples, com reducéo de custos associada e, por
vezes, sdo escolhidos em detrimento do grafeno. Com efeito, os investigadores que fazem
parte do projeto europeu Graphene Flagship ja admitiram que em muitas aplicacfes
camadas de GBM, com propriedades inferiores as ideais, terdo que ser utilizadas [16]. Um
dos exemplos pode ser a questdo da molhabilidade superficial do grafeno e dos seus
derivados. O grafeno apresenta carater hidrofilico e, consequentemente, s6 podem ser
obtidas dispersdes estaveis em solventes organicos ou pela adicdo de surfactantes proprios;
0 Oxido de grafeno (GO) apresenta grupos funcionais contendo oxigénio que podem
reduzir a estabilidade térmica do material, mas que sdo importantes para promover a
interacdo com compostos quimicos, como o poli(etileno glicol), que estabiliza a
compatibilidade do material com solventes polares [17]. Esta € uma das vantagens do GO
em relacdo ao grafeno para aplicacfes biomédicas, de que é exemplo o estudo efetuado por
Z. Liu e colaboradores onde o GO é utilizado como suporte para transportar farmacos

insoltveis no meio biolégico [18].

1.2. Aplicacoes

Toda a atencdo reunida em volta do grafeno deu origem a um elevado nimero
de projetos para aplicacfes nas mais diversas areas, por esta razdo, em 2013, a Unido
Europeia financiou o ja referido Graphene Flaghsip com o objetivo de unir a comunidade
cientifica e tentar que num espaco de 10 anos seja possivel transpor a investigacédo de nivel
academico e industrial, para a sociedade [19].

A. Ferrari e colaboradores [20] elaboraram, recentemente, um artigo de revisao

onde afirmam que, devido a combinacao de propriedades do grafeno e dos GBM, néo &
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uma questédo de se os GBM vdo ter utilidade, mas sim de quantas aplicagdes poderemos vir
a beneficiar no futuro com estes materiais. Este grupo de investigadores considera o
grafeno uma mais-valia para a sociedade e prevé que as aplicacfes atinjam 0 seu auge a
partir de 2024 mencionando multiplas aplicagdes que incluem ecrds tateis, baterias,
supercondensadores para armazenamento de energia entre outras [20].

Como ja referido, os GBM também podem ser Gteis no ambito da biomedicina
e para K. Kostarelos e K. Novoselov [21] esta é uma area bastante promissora apesar de se
encontrar ainda no inicio do desenvolvimento. Com efeito, a capacidade de ajustar algumas
caracteristicas dos GBM, como a capacidade de funcionalizacéo da superficie e a variagdo
das dimensdes laterais, da escala nanomeétrica para a escala milimétrica, implica a alteracéo
da espessura do material, e, consequentemente, a sua flexibilidade. No entanto, quando se
fala de um biomaterial é a citotoxicidade o fator a ter em conta e esta é uma vertente ainda
pouco explorada. O grupo de A. Seabra [22] fez uma extensa revisao bibliogréafica a partir
da qual foi possivel concluir que muitos dos trabalhos existentes até a data sdo
contraditérios, razdo pela qual a aplicacdo de grafeno e dos GBM como biomateriais esta

ainda nos seus primordios.

1.3. Sintese de Grafeno e Materiais Baseados em Grafeno

A fase de sintese de um material pode ser considerada a mais importante para o
seu desenvolvimento e, no caso do grafeno e dos GBM, este é um aspeto que desde cedo se
revelou um desafio. Até hoje continua a pesquisa para encontrar uma metodologia simples,
economicamente e ambientalmente sustentavel. O método utilizado por A. Geim e K.
Novoselov quando isolaram e caracterizaram grafeno pela primeira foi a Esfoliagio
Mecanica que consistiu em utilizar fita-cola para remover as camadas superficiais de
grafite pirolitica super orientada, ou HOPG, do inglés highly oriented pyrolytic grafite. A
fita-cola foi posteriormente pressionada sobre um substrato de silica onde o material obtido
ficou depositado. Durante este processo o0s residuos de carbono na fita-cola sdo superiores
a uma camada, mas as forcas de van der Waals registadas na interface substrato/carbono
sdo suficientes para que, ao retirar a fita-cola do substrato, ocorra delaminagdo de uma
unica camada de grafeno que fica sobre o substrato. O método requer, além de tempo,

muita pericia por parte do investigador e o processo, apesar da elevada pureza do material,
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tem um baixo rendimento [3,6,11]. Esta é, na sua esséncia, uma ideia simples mas que
levou a um dos maiores contributos para 0 progresso neste campo.

A Deposicdo Quimica em Fase Vapor, ou CVD - do inglés Chemical Vapour
Deposition, é um dos métodos mais utilizados e estudados na producédo de grafeno e GBM.
O processo de deposicdo &, geralmente, iniciado pela introducdo de hidrocarbonetos, sob a
forma de gas, no interior de uma camara aquecida (800 — 1100 °C) com o objetivo de
decompor o gas na superficie de um metal de transicdo, como o niquel, utilizado
simultaneamente como catalisador e substrato, permitindo que os atomos de C formem
radicais e se rearranjem na superficie para formar os anéis com as ligacBes sp?
caracteristicas do grafeno [23,24]. O processo de obtencdo de grafeno por CVD depende
de varios fatores, desde o material do substrato as condi¢c6es de deposicdo utilizadas, sendo
um dos seus maiores inconvenientes a necessidade de temperatura elevadas. Este facto
limita o material a ser utilizado como substrato que por sua vez influencia as propriedades
do grafeno produzido pois, distintos coeficientes de dilatacdo, entre o filme e o substrato,
podem induzir tensdes que promovem a ondulacdo da superficie do grafeno apos
arrefecimento. Uma das outras desvantagens da utilizacdo desta técnica € o facto de os
compostos quimicos utilizados na obtencdo do grafeno serem toxicos e nocivos para o
meio ambiente [25, 26].

Um método também bastante comum na sintese de grafeno e GBM ¢é a
Esfoliacdo em Fase Liquida, onde é possivel obter grafeno reduzido ou rGO, do inglés
reduced Graphene Oxide, e grafeno oxidado ou GO, do inglés Graphene Oxide, a partir de
grafite oxidada e posteriormente reduzida. O método consiste na oxidacdo da grafite pelo
método de Hummers! ou variaces deste. A grafite oxidada é extremamente hidrofilica, de
tal modo que quando em contacto com agua as camadas de grafite séo intercaladas por
moléculas de agua aumentando o espaco interplanar, de 0,34 nm para valores entre 0,6 e
1,2 nm [28]. Com objetivo de aumentar ainda mais este espagamento e, consequentemente,
facilitar a separacdo das camadas, a grafite oxidada pode ser submetida a um tratamento
térmico dando origem a grafite expandida que, depois de sujeita a ultrassons para separar
as camadas e, caso seja necessario, apos centrifugacdo, origina grafeno oxidado [29-30].
Dependendo da aplicacdo pode ser necessaria posterior reducdo quimica tal como efetuada

por V. Tung e colaboradores [31] que apresentam um bom exemplo de reducdo quimica

! Descri¢do do método na referéncia [27].
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onde rGO foi obtido por imersdo do GO em hidrazina anidra (NH2NH2)?. No entanto uma
das grandes desvantagens do processo é a elevada toxicidade da hidrazina que pode gerar
graves problemas ndo s6 no seu manuseamento, e consequente impacto ambiental, mas
também para a aplicacdo deste GBM como biomaterial. Por este motivo, tecnologias mais
ecoldgicas tém vindo a ser desenvolvidas, entre as quais a reducdo de GO por agdo
bacteriana, uma alternativa que vai ser abordada na seccdo 1.3.2. desta dissertacdo. O
método de esfoliacdo em fase liquida além do inconveniente da utilizacdo de reagentes
toxicos ndo permite a obtengdo de grafeno puro, pois a reducdo nunca apresenta 100% de
rendimento, apesar de ter um baixo custo econdmico [32].

Uma tecnologia ainda pouco explorada na deposicdo de grafeno é a
Pulverizacdo Catddica que, por ser utilizado no presente trabalho, é referida

separadamente.

1.3.1. Grafeno e Pulverizacao Catodica

A técnica de pulverizacdo catodica (sputtering) magnetrdo por radio frequéncia
(r.f.) é uma das tecnologias englobadas na designacdo global de PVD, do inglés Physical
Vapour Deposition, e que se baseia na formacéo, a pressdes reduzidas, de ides a partir de
um gas, como o argon (Ar). A colisdo destes ibes com o material que constitui o alvo,
colocado no catodo, induz a ejecdo dos atomos que vdo condensar sob a forma de filme
fino nos substratos colocados no anodo. Na pulverizagcdo catddica o0 modo magnetrdo
recorre a utilizagdo de um conjunto de magnetrdes, usualmente colocados na parte de tras
do alvo, que gera um campo magnético forte, aumentando a densidade do plasma perto do
alvo. A utilizacdo de radio frequéncia, de 13,56 MHz, oferece vantagens adicionais, como
a capacidade de depositar a partir de materiais ndo condutores [33]. Este é um método no
qual as temperaturas ndo sdo demasiado elevadas, permitindo a utilizacdo de uma alargada
gama de materiais como substrato, e pode ser considerada uma tecnologia verde. No que
concerne a sua aplicacdo para a obtencdo de grafeno e GBM é uma técnica ainda pouco
utilizada pelo que sdo escassos 0s estudos encontrados na literatura. No entanto, os artigos
existentes sdo pouco coerentes e contraditorios, por essa razao apenas alguns estudos séo

referidos nesta revisao.

2 Ficha de seguranca da hidrazina em anexo.
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O estudo de M. lonescu e do seu grupo [34] incide sobre a deposicdo de
carbono por pulverizacgéo catodica r.f. a partir de um alvo de grafite sobre substratos de Si,
Al, Ni, e Cu, a uma temperatura de 620 °C, numa atmosfera inerte de Ar com um fluxo de
14 sccm (standard cubic centimeters per minute). Os restantes parametros de deposicao
utilizados foram: pressdo de deposicao de 2 Pa, tempo de 10 min, com poténcia do alvo de
100 W e distancia alvo-substrato de 150 mm. Este conjunto de parametros de deposicao
deu origem a filmes finos com cerca de 3 nm que, ap0s caracteriza¢ao por espetroscopia de
micro Raman, permitiu ao grupo de investigacdo concluir que a tecnologia permite a
sintese de grafeno. No entanto, uma observacdo atenta dos resultados apresentados de
espectroscopia de Raman ndo permite concluir que de facto ocorreu sintese de grafeno
dado que: i) a banda 2D, caracteristica do grafeno, ndo possui a intensidade suficiente e ii)
a banda D apresenta uma intensidade elevada o que é caracteristico de um material com
elevado grau de desordem estrutural e que no espetro de monocamadas de grafeno a banda
D praticamente ndo ocorre. Assim, é possivel concluir que o grupo de M. lonescu foi
precipitado ao referir que conseguiram produzir grafeno através de pulverizacdo catddica,
pois aparentemente produziram GBM.

M. Sato e colaboradores [35] produziram um GBM, com varias camadas de
grafeno, por recozimento de carbono amorfo, anteriormente depositado por pulverizacdo
catddica, para determinar a influéncia de um catalisador. No seu trabalho, o grupo de M.
Sato depositou carbono amorfo a partir de um alvo de grafite em substratos de Co, Ni, Cu,
Pt, Au, Ti e SiO2/Si. As deposicdes foram realizadas a temperatura ambiente com uma
pressdo de 1 Pa, poténcia de 250 W e foi utilizado Ar como gas de descarga. De seguida
foram efetuados vérios recozimentos, entre 200 e 800 °C, durante 30 minutos com
atmosfera controlada de azoto. ApOs caracterizacdo, realizada por espectroscopia de
Raman, espectroscopia de fotoeletrdo X ou XPS, do inglés X-ray Photoelectron
Spectroscopy e difracdo de raios X ou XRD, do inglés X-ray Difraction. O grupo de M.
Sato concluiu que o uso de Co ap6s recozimento a temperaturas superiores a 800 °C é a
melhor opgéo para produzir grafeno multicamadas. Isto &, o uso de Co como catalisador
permite uma reestruturacdo do carbono na superficie, o que ficou evidenciado pelos
espetros de Raman onde ocorreu a separacao dos picos D e G. Quando o filme de carbono
foi depositado sobre SiO»/Si, mesmo com recozimentos a 800 °C, o espetro de Raman néo
era definido, nomeadamente na separagdo dos picos G e D. A caracterizagdo por XPS
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revelou que 60% das ligagdes eram do tipo sp?, C=C, e 40 % de outro tipo de ligacdes,
C=0, C-0O, C-H e C-C. Estes resultados provam que o material produzido pelo grupo de
M. Sato, além de possuir uma elevada percentagem de ligacGes diferentes da C=C
aromatica caracteristica do grafeno, nas quais se incluem C-O, é GBM e, para conseguir
grafeno este grupo de investigadores teria que recorrer a um tratamento para a reducéo do
material oxidado.

H. Zu e colaboradores [36] tentaram produzir dots quéanticos de grafeno ou
GQD’s, do inglés Graphene Quantum Dots, por pulverizagdo catddica a partir de um alvo
composto de ZnO (99,26 % pd.) e grafite (0,74 %pd.), para evitar a agregagao dos GQD’s
durante o processo de deposicdo. Para tal utilizaram as seguintes condi¢cdes: P = 0,067 Pa,
Poténcia = 40 W, t= 30 minutos, substrato de Si e gas de descarga Ar. O ZnO foi removido
dos filmes finos por imersdo em &cido cloridrico (H2SO4). A caracterizagdo por XPS
permitiu confirmar a eliminagcdo do ZnO, apesar de ter sido identificada a ligacdo C-O. A
espectroscopia de Raman permitiu avaliar a presenca de defeitos, a partir da razdo das
intensidades das bandas intensidade da banda D e G que tinha o valor 0,7. No entanto,
deve ser realcado que como nao foi apresentada, nos espetros Raman, a banda 2D néo é
possivel concluir se os GQD’s tinham uma estrutura semelhante & do grafeno ou néo.

Os métodos de sintese apresentados estdo resumidos de forma esquematica na
figura 1.2 onde se pode observar o ponto de partida de cada método e 0 processo

associado.
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Figura 1.2 Representagdo esquematica dos diferentes métodos de produgao de
grafeno e GBM.

1.3.2. Redugdo Bacteriana de Oxidos

A sintese do grafeno e dos GMB continua a ser um desafio, devido a
dificuldade de reducgdo total dos Oxidos e a toxicidade inerente aos reagentes quimicos
muitas vezes utilizados para o efeito. Nesse sentido, a investigacdo sobre novas abordagens
que permitam obter rGO com niveis de redugcdo semelhantes ou melhores do que os
métodos ja apresentados e que constituam uma alternativa simples, de baixo custo,
escalavel e ecoldgica é uma area em franco desenvolvimento. De entre as varias
abordagens a utilizacdo de bactérias para este fim foi a alternativa selecionada no presente
estudo.

O primeiro trabalho relatado na reducéo bacteriana do GO foi apresentado em
2010 por E. Sallas e colaboradores [37], onde vérias espécies do género Shewanella foram
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incubadas com suspensdo de GO preparada quimicamente a partir de p6 de grafite. Estes
investigadores testaram a condutividade elétrica do GO ap06s 72 h de incubacdo, em meio
anaerobio, e verificaram um aumento significativo, de 10 para 10 pA. Apos anélise por
XPS foi observado que a percentagem de ligacdes C-C, era superior a 95 % o que significa
que as condicBes utilizadas foram favoraveis a reducdo. No entanto, é importante referir
que o valor da ligacio sp? reportado no artigo € de 285 eV o que, quando comparado com
algumas bases de dados [38], implica, para esta energia, ligagdes C=C ndo aromatico ou C-
C sp® logo, em ambos 0s casos néo é possivel afirmar que o material final é grafeno ou um
GBM.

Seguindo o trabalho de E. Sallas [36], G. Wang e o seu grupo [39] testaram a
capacidade de reducdo bacteriana de GO a partir de bactérias do género Shewanella mas
em meio aerébio. Com efeito, o grupo de G. Wang propbe que este € um género de
bactéria versatil em termos respiratérios pelo que pode crescer em meios aerdbios ou
anaerdbios. O facto de o meio ser aer6bio promove um maior crescimento bacteriano, o
que leva a uma maior necessidade de consumo de oxigénio. Como as células bacterianas
ndo conseguem sobreviver apenas com o oxigénio do meio sdo obrigadas a utilizar uma
fonte alternativa, ou seja, reduzem o GO.

O grupo de investigacdo liderado por O. Akhavan [40] e E. Ghandni e S.
Gurunathan [41] estudaram a capacidade redutora da Escherichia coli (E. coli) por
incubacdo de filmes de GO, produzidos por esfoliacdo em fase liquida. No caso estudado
por O. Akhavan, o GO foi depositado em substratos de SiO./Si e incubado em suspensao
bacteriana por 48 h. Ao fim de 12, 24, 36 e 48 h foi avaliada a resistividade dos filmes para
verificar se teria havido redugdo. O grupo concluiu ndo s6 que a resisténcia diminui de
valores de 10* para 102 MQ/sq, entre 0 e 48 h, como a razdo indicativa de defeitos, razao
Io/lg, calculada a partir dos espetros de Raman diminuiu, facto que pode ser justificado
pela reorganizacdo dos atomos de carbono com formagéo de ligagbes sp?. Durante este
trabalho, O. Akhavan refere também o carécter antibacteriano do GO na cultura ja que ao
fim de 48 h ndo existiam células viaveis na superficie.

Outro exemplo de reducdo bacteriana é apresentado por S. Gurunathan e
colaboradores [42] que estudaram a reducdo GO por incubacdo com uma Suspensdo
bacteriana da bactéria E.coli a 37 °C, durante 72 h. A reducdo foi avaliada por
espectroscopia UV/Visivel e por espectroscopia de Raman, entre outras técnicas. Ao fim
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de 72 h foi possivel observar a mudanca de cor de amarelo escuro para preto o que indicou
a reducdo do GO. No entanto, ao analisar os espectros de Raman foi concluido que existe o
aumento da razdo Ipo/ls 0 que, segundo o grupo de S. Gurunathan, indicou o aumento de
defeitos na estrutura, por formacio de ligacdes sp?, algo que também foi evidenciado por
um estudo apresentado pelo mesmo grupo mas com a bactéria Pseudomonas aeruginosa
(P. aeruginosa), evidenciando a recuperacdo incompleta da estrutura do grafeno. Estes
resultados indicaram também que o GO pode ser potencialmente toxico para algumas
espécies bacterianas. Por este motivo, O. Akhavan e E. Ghaderi analisaram também o
efeito antibacteriano de superficies de aco revestidas por GO e rGO (obtido por reducdo
via hidrazina) para com E. coli e Staphylococcus aureus (S.aureus), bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas, respetivamente. A partir do estudo foi possivel concluir que
tanto o0 GO como o rGO possuem um efeito bactericida sobre as espécies testadas, em
especial o rGO [43].

Estes trabalhos indicam que a reducdo bacteriana apresenta potencial para ser
considerada uma via para a reducdo de GBM, apesar de, nos estudos apresentados, o
resultado final ndo ter permitido uma reorganizacdo completa da estrutura do grafeno.
Apesar disso, 0 método tem inUmeras vantagens pois apresenta baixo custos e sem a
toxicidade inerente a outros processos utilizados. Assim, devido ao facto de ndo existirem
muitos trabalhos na vertente da reducdo bacteriana de GBM, pois normalmente incidem na
pesquisa de um material antibacteriano, o presente trabalho tera como objetivo a avaliacdo
das interacdes bactéria/GBM sob dois pontos de vista: a capacidade dos microrganismos

reduzirem o material e a capacidade das superficies apresentarem efeito antimicrobiano.
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2. METODOS EXPERIMENTAIS

2.1. Técnica de Deposicao

Os filmes finos foram depositados no equipamento da Edwards Coating
System, modelo E306A, no modo de radio frequéncia de 13,56 MHz.

As deposicOes foram realizadas a partir de um alvo de grafite (Testbourne Ltd.,
UK) com pureza de 99,9 % e didmetro de 100 mm e o gas de descarga utilizado para a
deposicdo foi argon (Ar), com pureza de 99,9999%. A deposicdo foi realizada sobre
substratos de silicio (Si), cobre (Cu), aluminio (Al), aco inox 316L e lamina de vidro, cujas
rugosidades médias superficiais (Sa) sdo de 2, 7, 5, 5 € 2 nm, respetivamente. A preparacao
dos substratos antes da inser¢do na camara de deposicdo foi iniciada pela imersdao dos
substratos em solucdes diferenciadas de acetona e alcool, durante 10 minutos, com recurso
a ultrassons. No final os substratos foram secos com corrente de ar quente e colados ao
porta substratos com cola de prata.

Antes do procedimento de deposicdo dos filmes finos foi efetuada a limpeza
dos substratos e dos alvos, por plasma, no interior da cdmara de deposicdo. O processo
decorreu a uma pressao de 0,7 Pa durante 600 s, sendo que para 0s substratos foi utilizada
uma densidade de poténcia (Dpot) de 5,09x10° W.mm2 e no alvo uma de Dpot = 2,55x1072

W.mm2 por 300 s. As condicdes das deposicdes estdo sumariadas na Tabela 2.1
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Tabela 2.1 Parametros utilizados na deposicao das superficies G1-G10.

Parametros de Deposicéo

) Pressdo .
Designacao (Pa) Tempo () W 2 Polarizacéo do substrato  Substratos
a .mm-
Gl 0,7 900 1,27x1072 X
G2 0,7 900 2,55x1072 X
G3 0,7 900 3,82x1072 X
G4 0,7 1800 1,27x107 X
G5 0,7 900  127x102 900 Dpot=1,02x10°
’ ’ W.mm~
- 3 Si, Cu, Al
G6 07 900  285x102 O0STRORLIIOTochsieLe
' vidro
G7 4,0 900 2,55x1072 X
G8
(Sem limpeza 900  2,55x107 x
dos
substratos)
G9 6,0 900 2,55x107? X
G10 0,4 900 2,55x107? X

2.2. Tratamento Térmico

O tratamento térmico foi efetuado num forno horizontal da marca Adamel-

Lhomargo, modelo CT5HT. O aquecimento foi efetuado a uma velocidade de 1 °C/min até

as temperaturas de 600 e 800 °C em atmosfera controlada de Ar, durante 30 minutos a uma

pressdo de 80 Pa, seguida de arrefecimento também em atmosfera de Ar a 20 Pa.
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2.3. Técnicas de Caracterizagao

2.3.1. Microssonda Eletrdnica

Na microssonda eletronica ou EPMA, do inglés Electron Probe Micro-
Analysis, quando um feixe finamente focado interage com uma superficie pode gerar
eletrdes retrodifundidos, eletrbes secundarios e raios X caracteristicos. Os sinais obtidos
podem ser utilizados para adquirir imagens de elevada resolucdo no SEM ou mapas de
raios X que mostram a distribuicdo espacial dos elementos [44].

A microssonda eletronica foi utilizada para determinar a % atdmica dos
elementos C (carbono) e O (oxigénio) em cada um dos filmes finos depositados, o
equipamento utilizado era da marca Cameca, modelo Camebax SX-50 com um feixe com

uma tensdo de 2 keV.

2.3.2. Espectroscopia do Fotoeletrao X

A espectroscopia do fotoeletrdo X ou XPS, do inglés X-ray Photoelectron
Spectroscopy, é uma técnica utilizada para quantificar e identificar o tipo de ligacdes
existentes num determinado material.

O seu principio de funcionamento € baseado na irradiacdo de uma superficie
por raios X provocando a emissdo de eletrGes devido ao efeito fotoelétrico, isto €, quando a
energia da radiacdo incidente é préxima da energia de excitacdo do atomo, um fotoeletrdo
é ejetado. A partir da energia cinética do fotoeletrdo é possivel calcular a energia de
ligagéo do eletréo.

Os fotoeletrdes sé@o originarios de uma profundidade <10 nm e por isso a
informacdo obtida é superficial e relativa ao intervalo de 0 a 10 nm [45].

O XPS foi utilizado para determinar o tipo de ligagdes e as % atomicas dos
elementos presentes nas superficies, o equipamento utilizado era o Kratos Axis Ultra HSA
equipado com fonte de raios X com radiacdo monocromatica Al-Ko (A= 0,83401 nm). Os
foteletrdes foram detetados com o angulo de 90° em relacdo a superficie do material. As
medigdes foram efetuadas com energia de passo de 80 eV e passo de 1,0 eV para ao
espetro geral foi utlizada uma energia de passo de 40 eV e passo de 0,1 eV para o espetro

de alta resolucdo.
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Os dados foram tratados com recurso ao programa CasaXPS e as ligacOes
foram analisadas segundo a base de dados LaSurface e NIST X-ray Photoelectron

Spectroscopy Database.

2.3.3. Espectroscopia de Infra Vermelhos por Transformada de
Fourier

A Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier, FTIR — do
inglés Fourier Transform Infrared Spectroscopy, € uma técnica analitica, ndo destrutiva,
utilizada para identificar os grupos funcionais de materiais organicos e inorganicos.

Ao fazer incidir um feixe de radiagdo infravermelha sobre a superficie a
analisar existe uma fracdo da radiacdo incidente que é absorvida, para um determinado
nimero de onda, 0 que provoca vibragdes nas ligacdes covalentes dos atomos que
compdem uma molécula ou material analisado [46].

O equipamento Jasco Analytical, modelo FT/IR-4200, foi utilizado em modo
ATR (do inglés Attenuated Total Reflectance), com resolugdo espectral de 4 cm™, na

regido entre 600 e 4000 cm™ e com acumulagéo de 64 interferogramas.

2.3.4. Espectroscopia do Visivel

A absorc¢do da radiacdo eletromagnética do Visivel (400-800 nm) por parte de
moléculas estd normalmente associada a transi¢cGes eletronicas onde um eletrdo é
promovido de um estado eletronico de baixa energia para outro de energia mais elevada.
Ao fazer incidir radiacdo Visivel sobre uma superficie € possivel determinar a intensidade
de energia absorvida e um determinado comprimento de onda. Esta relacéo e expressa pela
lei de Beer-Lamert (eq. 1) onde,

A =¢gcl (eq. 1)

a quantidade de luz absorvida (A) quando um feixe de radiagdo monocromatica atravessa o
meio absorvente depende da concentracdo (c), do coeficiente de absorcdo (¢1) molar da
espeécie absorvente e do percurso otico da radiacéo (l) [47].

O equipamento utilizado foi o Jasco V-530 e a analise foi iniciada por um

varrimento de uma lamina de vidro sem revestimento para servir como referéncia. A
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andlise foi efetuada nas laminas revestidas, utilizando a lamina sem revestimento como

referéncia. A analise foi realizada a temperatura ambiente.

2.3.5. Microscopio Eletronico de Varrimento

A microscopia eletrénica de varrimento, ou SEM - do inglés Scanning Electron
Microscope, € uma técnica utilizada para observar a morfologia de um material, pode
trabalhar a ampliacdes de 10 a 300 000x permitindo a visualizacdo de material organico e
inorganico sendo apenas necessario que o material observado seja condutor.

No SEM um feixe de eletres finamente focado varre a superficie e ao interagir
com o material sdo emitidos eletrGes secundarios ou eletrdes retrodifundidos. Os eletrdes
secundarios e os eletrdes retrodifundidos estdo constantemente a ser produzidos engquanto o
feixe incidente irradia a amostra, no entanto, sdo resultantes de dois tipos de interagdes. Os
eletrGes secundarios sdo o resultado de colisfes inelasticas e sdo geralmente utilizados para
observar a morfologia do material com uma resolucdo de ~10 nm ou melhor. Os eletrdes
retrodifundidos sdo o resultado de colisdes elasticas e dispersdo entre os eletres incidentes
e os eletrGes da amostra. Neste caso, para nimeros atdbmicos superiores a imagem aparece
mais brilhante e definida devido ao maior nimero de eletrbes que sdo ejetados da
superficie [48, 49].

Neste trabalho foram utilizados dois equipamentos: um com filamento de
tungsténio da marca JOEL, modelo XL30 com tensdo de aceleracdo de 15kV, e outro com
canhdo de emissdo de campo (FEG — do inglés Field Emission Gun) da marca FEI Quanta,
modelo 400FEG ESEM, ambos equipados com sistema EDS (Energy Dispersive
Spectometry) da EDAX. Neste caso foram utilizadas tensdes de aceleracdo entre 10 e 15
KV. Esta caraterizacdo permitiu a observagdo da morfologia superficial e da secéo
transversal apés fratura do conjunto substrato/revestimento, bem como a morfologia das
células procarioticas apos os testes microbiologicos, apos revestimento com 30 nm de
ouro. A partir da secgdo transversal ainda foi possivel determinar a espessura dos filmes

com recurso ao software ImageJ.
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2.3.6. Microscopia de For¢a Atdmica

A Microscopia de Forca Atdmica, AFM — do inglés Atomic Force Microscopy,
é uma técnica que permite observar de forma eficaz a topografia a escala nanométrica.

O AFM é composto por uma sonda, de pequenas dimensbes (d <10 nm),
colocada na ponta de um brago em balanco (cantilever) sobre o qual é feito incidir um laser
e a partir da deflexdo do cantilever no varrimento da superficie é determinada a informacéo
topografica. O microscopio pode operar em modo contacto, onde uma forca constante é
aplicada sobre cantilever; em modo contacto intermitente, onde o cantilever oscila a uma
frequéncia perto da sua frequéncia de ressonancia e modo nédo contacto que opera devido a
forcas interatomicas existentes entre a ponta e a superficie. A imagem de topografia
permite, apoOs tratamento adequado, obter uma visdo global acerca da rugosidade de um
filme e do seu substrato [46].

O equipamento utilizado na caracterizagdo era da marca Veeco e modelo di
Innova, as pontas eram de SisN4 da Bruker e com frequéncia de ressonancia, fo, de 291-326
kHz e forca constante entre 20-80 N.m™. A analise foi realizada com modo de contacto
intermitente e permitiu avaliar a topografia dos filmes das superficies G1-G7 e G10 sobre
silicio numa area de 1x1 um. No caso da superficie foi também avaliada uma area de e

0,2x0,2 um. As imagens foram tratadas com recurso ao programa Gwyddion.

2.3.7. Espectroscopia de Raman

A espectroscopia de Raman é uma técnica Util na caracterizacdo de materiais
baseados em carbono, permitindo a diferenciagdo entre materiais tipo grafite, grafeno,
carbono amorfo e diamante com a variacdo das bandas presentes nos espectros. A partir da
espectroscopia de Raman € possivel ainda distinguir entre grafeno e GBM, e confirmar
existéncia de defeitos na estrutura de carbono do material analisado [50].

As superficies G1-G10 sobre silicio e a superficie G4 sobre Cu, Al e aco 316L
foram analisadas, no Raman LabRAM HR Evolution da Horiba, com o laser de A= 532 nm,
energia de excitacdo = 2,33 eV, com uma intensidade de 10 % e 20 acumulagGes. Os dados

foram tratados no programa Origin.
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2.3.8. Medicdo do Angulo de Contacto Estatico

A medicdo do angulo de contacto estatico € relativamente simples e pode ser
aplicada para determinar a molhabilidade do sélido quando em contacto com um liquido,
isto é se 0 material possui boa molhabilidade (<< 90°) ou m& molhabilidade (>> 90°). Ao
colocar uma gota liquida sobre uma superficie horizontal lisa, é possivel determinar o
angulo de contacto que € definido como o angulo formado pela intersecdo da interface
solido-liquido e liquido-vapor. Os dados sdo adquiridos por aplicacdo de uma tangente do
ponto de contacto ao longo da interface liquido-vapor no perfil da gota. O angulo de
contacto é estimado a partir da relagdo descrita por Young (eg. 2),

Yy cosby = ¥y, — Yy (eq. 2)
Onde Y;,, € a tensdo da interface solido-vapor, Y; a tensdo da interface sélido-
liquido, Y;,, a tensdo da interface liquido-vapor e 6,- 0 angulo de contacto[51].
O equipamento utilizado era da marca DataPhysics, modelo QCA-20, e a
medicdo foi realizada através da colocacdo de uma gota de agua 10 ul na superficie dos
revestimentos, G1-G10, sobre laminas de vidro. O resultado final é apresentado como a

média de 7 medigBes em cada superficie.

2.3.9. Potencial Eletrocinético

Quando em contacto com um eletrélito uma superficie sélida desenvolve uma
carga superficial que atrai ides de carga oposta formando uma camada designada de
camada imovel da dupla camada elétrica. Quanto mais os ifes da solugcdo se encontrarem
afastados da superficie menor a forca de interagdo entre ambos e a carga do plano para o
qual, por agdo do fluido sob pressdo, ha deslocagdo da camada de iGes que interagem com
a superficie ¢ designada como potencial zeta ou potencial { [52].

O potencial zeta foi avaliado através do equipamento SurPASS, do Anton Paar
GmbH, utilizando como eletrélito uma solugdo de KCI 1 mM a pH 7 e a célula fechada
(clamping cell). O valor do potencial zeta foi determinado, para as superficies G1-G10
sobre laminas de vidro, a partir da equacdo de Helmholtz—Smoluchowski (eq. 3)

representada por,
_dat

{="-L12 (eq.3)

dp exegg A
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dl . ~ ~
em que -, representa o declive da curva dos valores da corrente em funcéo da pressao, o

n € a viscosidade do eletrolito, € ¢é a constante dielétrica do eletrdlito, €o € a permitividade
em vécuo, L é o comprimento do canal de medicdo e A a seccdo transversal do canal de
medicé&o.

2.4. Testes Microbianos

Nestes testes foram avaliadas 11 espécies bacterianas: Escherichia coli (E.
coli), Staphylococcus aureus (S. aureus), Enterococcus faecium (E. faecium),
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), Pseudomonas acidovorans (P. acidovorans),
Pseudomonas mendocina (P. mendocina), Bacillus subtilis (B. subtilis), Sulfitobacter
dubius (S. dubius), Shewanella putrefaciens (S. putrefaciens), Ochrobactrum tritici (O.
tritici) e Rhodanobacter sp. A2-61.

2.4.1. Incubacao das Superficies com Revestimento na
Presenca das Estirpes Bacterianas e Fixacao

Nestes ensaios foram utilizadas as superficies G2, G7 e G10 sobre silicio,
devido a % de carbono e oxigénio presente na superficie. A fim de evitar contaminacdes,
as superficies foram esterilizadas em caixas multipogos estéreis por imersao em cerca de
2 mL de solugéo de etanol 70 % (v/v), com agitacdo de 130 rpm (rotagcdes por minuto),
durante 15 minutos a temperatura ambiente.

Antes do processo de incubacéo as espécies bacterianas foram descongeladas
e repicadas para placas de Petri, com meio sélido Luria Bertani, LB, e colocadas na
estufa a 37 °C, durante 24 h.

a) Incubacéo das superficies com revestimento
Para a incubacdo foram preparadas suspensGes com as espécies bacterianas
referidas anteriormente, em 40 mL de meio LB e densidade 6tica, DO=0,1 na escala de
McFarland. A cada superficie, nas caixas multipocos, foram adicionados 2 mL da
respetiva suspensdo. As caixas multipocos foram colocadas em agitacdo continua, a 130
rpm a uma temperatura constante de 37 °C durante 72 h. A cada 24 h, e até perfazer as 72
h, foi retirado cerca de 1 mL de suspensdo bacteriana a todos os po¢os incubados e foi
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adicionado 2 mL de meio liquido LB (a diferenga de volume adicionada é devida a

existéncia de alguma evaporacéo).

b) Fixacgdo
Com o objetivo de observar a adeséo bacteriana as superficies foi realizada a
fixacdo quimica e consequente desidratacdo das superficies pos-incubacéo.

Apds incubacdo as superficies foram transferidas para novas caixas multipocos
ndo estéreis a fim de realizar as lavagens. A cada poco foi adicionado cerca de 2 mL de
uma solucdo tampédo fosfato, ou PBS — do inglés Phosphate Buffer Solution, estéril
seguido de agitacdo a 110 rpm, por 15 minutos. As superficies foram trocadas de poco e
a fixacdo quimica foi realizada pela adi¢do de 2 mL de uma solucéo de gluteraldeido 2,5
% (v/v) com agitacdo a 110 rpm durante 15 min. Foram realizadas duas passagens por
PBS e por gluteraldeido. Entre cada passagem as superficies foram trocadas para novos
pOCOS.

O processo de desidratacdo foi realizado pela passagem das superficies em
solugdes crescentes de etanol: 70, 80, 90, 95 e 100 %(v/v). A cada poco foi adicionado
cerca de 2 mL da respetiva solucdo seguida de agitagdo a 110 rpm, por 10 minutos. Entre
cada passagem as superficies foram trocadas de poc¢o. O processo foi repetido duas vezes
para a concentracao de 100 % (v/v). Por ultimo, foi retirado todo o etanol dos pogos e as

superficies foram colocadas a secar, no interior das caixas, na cdmara de fluxo.

Determinacdo da morfologia das estirpes bacterianas antes do contacto
com as superficies revestidas

A fim de determinar a morfologia das bactérias E. coli, S. aureus, P.
aeruginosa e S. putrefaciens no seu estado natural, foi realizado novo crescimento nas
mesmas condicOes da incubacdo dos filmes, por apenas 24 h.

A fixacdo foi realizada sobre superficies de Si, previamente esterilizadas em
caixas multipocos estéreis, num volume de 2 mL de alcool 70 % (v/v). Sobre cada
superficie foi colocado um volume de 0,2 uL a partir de uma diluicdo de 10x preparada
do seguinte modo: em varios eppendorf de 0,5 mL foram colocados 0,09 mL de PBS

estéril para 0,01 mL de suspensdo bacteriana. Cada suspensao foi agitada no vortéx antes
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de ser colocada sobre as superficies. As caixas multipogos foram deixadas a secar na
camara de fluxo por 2 h antes que o processo de fixacdo fosse iniciado.

A fixacdo foi iniciada por passagem numa solucédo de gluteraldeido a 2,5 %
(v/v), seguida de agitacdo a 110 rpm por 10 minutos. A desidratacdo foi realizada por
passagens das superficies em solucdes de etanol a 70, 90 e 100 % (v/v). Para as solucGes
de 70 e 90 % as caixas multipocos com as superficies foram colocadas a agitar a 110 rpm
por 10 minutos, no caso da solucdo de 100 % (v/v) o processo foi realizado a 110 rpm
por 20 minutos. Entre cada passagem as superficies foram trocadas de poco e no final
foram colocadas a secar pelo método ja descrito anteriormente.

Antes da observacdo por SEM, e devido a natureza ndo condutora das células
bacterianas, todas as superficies foram revestidas, por pulverizagdo catddica, com 30 nm

de ouro.

2.4.2. Testes de Viabilidade

Apo6s 72 h de incubacdo, foram realizados testes para determinar a viabilidade
bacteriana quando em contacto com os revestimentos.

O processo foi iniciado por remocdo das superficies revestidas para novas
caixas multipocos estéreis onde foram realizadas lavagens por adicdo de 2 mL de PBS
estéril e agitacdo a 110 rpm por 10 minutos; este passo foi repetido duas vezes. De seguida,
as superficies foram transferidas para novas caixas estéreis e a partir de cada superficie foi
realizado um esfregago com um cotonete previamente esterilizado para retirar as células
bacterianas das superficies.

Cada cotonete foi inserido num tubo de Falcon, de 15 mL, com 2 mL de PBS
estéril, e agitado no vortex. Cada uma das suspensdes resultantes foi considerada a
suspensdo nédo diluida.

De seguida foram preparadas novas suspensdes diluidas 10x. As dilui¢Ges
foram preparadas a partir das suspensdes nao diluidas, em tubos de ensaio estéreis, de 20
ml, com 4,5 mL de PBS estéril e 0,5 mL da suspensdo ndo diluida. Cada suspenséo foi
plaqueada por adicdo de 0,1 mL, das suspensdes diluidas e ndo diluidas, em placas de Petri
com meio LB solido. O processo de plagueamento foi efetuado em duplicado para cada

diluicéo e superficie.

Diana Margarida Pereira Dias 23



Métodos Experimentais

As placas de Petri foram depois colocadas numa estufa a 37 °C por 24 h e
posteriormente guardadas numa camara frigorificaa 4 °C.

A viabilidade foi determinada por contagem visual do nimero de colonias nas
placas de Petri. A determinacdo do valor de unidades formadoras de colénias ou CFU, do
inglés Colony Forming Units, por mL foi calculado a partir do nimero médio de CFU nas
caixas com diluicdo contavel (com um numero de colonias entre 20-200) e multiplicando
pelo do valor da dilui¢do aplicado.

Como em certos casos ndo foi possivel contar as colonias, devido a sua elevada
densidade, foram realizadas novas dilui¢des até um maximo de 1000x, seguindo 0 mesmo

principio das diluicdes de 10x.
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3. APRESENTACAO DOS RESULTADOS E
DISCUSSAO

3.1. Composi¢ao Quimica e Grupos Quimicos

A composicdo quimica dos filmes finos, G1-G10 sobre substratos de silicio,
foi, numa primeira abordagem, avaliada por microssonda eletronica. Apesar das condi¢des
de andlise terem sido otimizadas para que o volume de interacdo do feixe com o material
fosse minimizado, alguns dos filmes finos ndo puderam ser avaliados devido a sua
espessura reduzida (Tabela 3.1). Por este motivo, algumas das superficie foram também
analisadas por XPS (Tabela 3.1). As superficies que foram selecionadas para analise por
XPS foram a G2, G7 e G10 pois representavam, a nivel de composicdo quimica, filmes

finos com relagbes C/O distintas.

Tabela 3.1 Composigcao quimica dos filmes finos por EPMA e XPS.

Composicdo Quimica (%oat.)

EPMA XPS

C 0 C 0
Gl - - - -
G2 68,3 31,7 80,7 17,6
G3 77.1 22,9 - -
G4 70,3 29,7 ] ]
G5 - - - -
G6 - - - -
G7 76,9 231 77.1 19,25
G8 66,7 333 - -
G9 61,8 38,2 - -
G10 50,2 49,8 775 225
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Como seria de esperar os valores avaliados pelas duas técnicas diferem entre si,
pois enquanto a microssonda avalia a composicao da totalidade da espessura, os resultados
de XPS dizem respeito, no maximo, a avaliacdo de uma espessura de 10 nm. Ainda assim
ambas as técnicas apontam o filme fino designado por G10 como aquele que maior teor de
oxigénio tem incorporado.

Os picos registados, nos espetros de alta resolucdo de C e O, pela técnica de
XPS permitiram, ap6s desconvolucdo dos espetros, a listagem dos valores das energias de
ligagdo para cada um dos elementos, apds comparacdo com a base de dados LaSurface [3]
tal como exemplificado na figura 3.1, para a superficie G2. Este filme fino apresenta
ligagdes >C=C< aromatico (ligacdo sp?), C-H (ligacdo sp?), -O-C=0-, >C=0 e -O-C. A
presenca das ligacbes carbono-oxigénio era esperada, ndo sO6 devido as avaliacOes
efetuadas anteriormente, mas também de acordo com o reportado na literatura [35]. A
presenca da ligagdo C=C aromatica confirma que o carbono depositado € da familia do
grafeno e que todas as outras ligagdes aparecem como “defeitos” nas ligagdes C=C.

No caso da deposicdo G7, as ligacbes sdo C=C aromatico e ndo aromatico e
por isso, no caso desta superficie, parece ndo existir maioritariamente a estrutura
aromatica, tipica dos GBM (Tabela 3.2). Os espetros relativos as superficies G7 e G10 sdo

apresentados no Apéndice A.

— — — — — —T —T T — 7
300 296 2% 288 284 280 540 536 532 528 524
Energia de Ligasao (V) Energia de Ligagao (V)

Figura 3.1 Desconvolugao dos espetros XPS de alta resolugao do filme fino G2: a) espetro de alta
resolucao do C; b) espetro de alta resolugdo do O.
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Tabela 3.2 Liga¢des e % relativas das composiges quimicas determinadas a partir dos espetros de alta
resolugao, de carbono e oxigénio, determinado por XPS

Ligacoes identificadas por XPS (% relativa)

G2 70,8 % 12,6 % 8,9 % 7.8%
C=C aromético C-H >C=0 -0-C=0
G7 57,7 % 14,4 % 14,8% 13,1%
C=C nao aromatico C=C aromético C-O >C=0
G10 71,9 % 15,7 % 7,6 % 4.8 %
C=C aromatico C=0 C-OH O=C-OH
+C-Csp® C-H

A superficie G10 é mais semelhante a designada por G2 dado que apresenta
ligagdes C=C do tipo aromatico, caracteristicas do GBM, sendo a superficie em que estas
ligaghes representam a maior percentagem relativa do carbono existente, no entanto,
também apresentam ligacdes C-C do tipo sp® tipico de carbono amorfo.

A presenca dos grupos quimicos funcionais detetados por XPS foi também
observada por FTIR. Na Figura 3.2 estdo representados os espetros FTIR das superficies
G2, G7 e G10, sendo que os espetros das restantes superficies se encontram no Apéndice
A.

Apbs desconvolucdo dos espetros, com o programa Origin 6.1, foi possivel
identificar os grupos quimicos funcionais, que se encontram listados na Tabela 3.3, e
avaliar da semelhanca entre os espetros das 3 superficies. Apos anélise dos resultados foi
possivel comprovar que as bandas apresentadas sdo pertencentes aos grupos C-H, presentes
como CH: e CHj3, C-O, C=C aromatico e C=0 pertencentes aos grupos carbonilo >C=0 e
carboxilico -COOH. No caso da regifo de 1665-1680 cm™ também é possivel que se trate
da ligagdo C=C ndo aromatica [53]. Estes dados vém reforcar o anteriormente observado

pela caracterizacdo por XPS.
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Figura 3.2 Espectro de FTIR das superficies a) G2 (laranja), b) G7 (azul) e c) G10 (verde).

Tabela 3.3 Grupos funcionais identificados a partir dos espetros de FTIR.

LigacOes Identificadas por FITR

Regido Ligacéo Superficie Referéncia
715-720 C-H do CH> G2, G7e G10 [53] [54]
817-825 C-H do CH: G2,G7eG10 [53], [54]

1510-1587 C=C do aromético G2,G7eG10 [53], [55], [56]
1665-1680 C=0 do carboxilo G2eG7 [53]
1725-1731 C=0 do carbonilo G2,G7eG10 [53]
2850-2858

£920.2925 C-Hdo CHz e CHs G2eG7 [53], [54], [56]

Assim, estas caracteriza¢Ges permitem revelar que, por pulverizacdo catodica, é
possivel depositar GBM que podem ser considerados do tipo oxidado, dado o tipo de

ligagBes quimicas identificadas.
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3.2. Morfologia/ Topografia

A técnica de SEM foi utlizada para avaliar a morfologia da secéo transversal e
a espessura dos filmes finos (Figura 3.3). As imagens dizem respeito a aquisicdo com 0
detetor de eletrdes retrodifundidos de modo a que a observacéo do filme fino seja facilitada
por contraste com o substrato de silicio.

As imagens demonstram que, independentemente das condigdes de deposigao

utilizadas, os filmes finos sdo densos, sem porosidade aparente, isto é, apresentam uma

morfologia featureless.

300 nm 300 nm

300 nm

300 nm

Figura 3.3 Micrografias das superficies a) G1, b) G2, c) G3, d) G4, e) G5, f) G6, g) G7, h) G8, i) G9, j) G10.

Diana Margarida Pereira Dias 29



Apresentacdo dos Resultados e Discussao

300 nm 300 nm

300 nm 300 nm

300 nm 1um

Figura 3.3 Micrografias das superficies a) G1, b) G2, c) G3, d) G4, e) G5, f) G6, g) G7, h) G8, i) G9, j) G10.
(Continuagao)
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Na Tabela 3.4 sdo apresentadas as espessuras de cada filme depositado,
avaliadas por medicdo na imagem da seccdo transversal. As maiores espessuras foram
registadas para os revestimentos G4 e G7, que correspondem as deposicdes com maior
tempo de deposicgéo e pressdo de deposicdo de 4 Pa, respetivamente. Os filmes finos com
menor espessura sdo os designados por G1, G5 e G10, que correspondem as deposi¢es
com menor densidade de deposicéo (sem e com polarizagcdo do substrato) e menor presséo

de deposicdo, respetivamente.

Tabela 3.4 Espessuras dos filmes finos G1 a G10 avaliadas pelas micrografias de SEM de sec¢ao
transversal.

Espessura dos revestimentos (nm)
Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 Gi10

25 56 65 68 22 60 67 53 51 13

Na Figura 3.4 estdo representadas as imagens de topografia superficial dos
revestimentos. Os filmes finos G2, G3, G4, G7 apresentam topografias semelhantes. Nas
superficies G1, G5, G6 e G10 sdo observadas topografias diferentes devido a baixa
densidade de poténcia, polarizacdo do substrato e baixa pressdo de deposicéo,
respetivamente. De realgar que para o filme fino G1, depositado com uma densidade de
poténcia de 1,27x102 W.m.K™, aparentemente ha a formacao de aglomerados que apenas

sdo visiveis para este revestimento.

400 nm

Figura 3.4 Imagens de topografia das superficies a) G1, b) G2, c) G3, d) G4, e) G5, f) G6, g) G7 e h) G10
(1x1 pm).
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Figura 3.4 Imagens de topografia das superficies a) G1, b) G2, c) G3, d) G4, e) G5, f) G6, g) G7 e h) G10
(1x1 pm). (Continuagdo).
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Na imagem relativa ao revestimento G2 a topografia parece ocorrer com a

repeticdo de um padrdo, motivo pelo qual foi avaliada a topografia numa area de 200nm x
200 nm (Figura 3.5).

Figura 3.5 Imagens de topografia da deposi¢do G2, a) 1x1 (um) e b) 0,2x0,2 (um).

A imagem revela uma regularidade que se assemelha a observada por STM,
com resolucdo atémica, do grafeno. Apesar de a imagem topografica apresentada néo ter
resolucdo a escala atdmica podera, eventualmente, ser consequéncia de um arranjo

semelhante a estrutura do grafeno, mas com defeitos ébvios.

3.3. Espectroscopia de Raman

A espectroscopia de Raman é uma das técnicas mais utilizadas na identificacéo
de grafeno ou GBM. Os espetros representativos de grafeno apresentam duas bandas
tipicas, a banda G a 1580 cm?, caracteristica de ligagio sp? e representativa da presenca de
anéis aromaticos na estrutura, e a banda 2D, a cerca de 2700 cm™, que usualmente é
utilizada para estimar o nimero de camadas de “grafeno”. Por vezes 0s espetros podem
ainda apresentar uma banda D, a 1350 cm™ !, que, quando presente, é indicativa da
presenca de defeitos na estrutura aromatica, como é o caso da presenca de ligacdes sp®, e
cuja intensidade é proporcional ao nimero de defeitos. Num espetro de grafeno a banda G
apresenta baixa intensidade, a banda 2D tem elevada intensidade e a banda D €

Diana Margarida Pereira Dias 33



Apresentacdo dos Resultados e Discussao

praticamente inexistente sendo observada devido as terminaces da camada de grafeno
[57].

Segundo a literatura quando mais do que duas camadas de grafeno estdo
presentes no material analisado, as intensidades da banda G e 2D variam inversamente
resultando no aumento da banda G e diminui¢do da banda 2D. Se o nimero de camadas for
superior a 10 o espetro tem caracteristicas muito semelhantes ao da grafite [2]. Por esta
razdo, é muitas vezes reportada a utilizacdo das razdes de intensidade dos picos 2D, G e D
representadas por loo/ls e Io/lg, respetivamente. A razdo Ip/lg é utilizada para caracterizar o
grau de desordem do grafeno sendo tanto quanto menor for o grau de desordem. A razdo
Iop/lG serve para inequivocamente identificar a existéncia de grafeno. No presente trabalho
apenas vai ser analisada a razdo Ip/lg pois o0 pico 2D dos espectros é de baixa intensidade.
Este facto indicia que a deposicdo d& origem a GBM o0 que j& era esperado dada a
espessura dos filmes finos e que correspondem a presenca de mais do que uma
monocamada de atomos de C.

Na figura 3.6 estdo os espetros de Raman dos revestimentos G2, G7 e G10
apos deposicdo, sendo que os restantes se encontram no Apéndice A. Para determinar a
localizagdo exata dos picos, bem como a razéo Ip/ls, foram realizadas desconvolugdes no
programa Origin 6.1. O ajuste foi realizado com o auxilio da funcdo Gaussiana do
programa Origin 6.1 e para alguns dos espetros sdo utilizados 4 ou mais picos para na
desconvolucédo de acordo com o trabalho de X. Diez-Betriua, onde sdo mencionados mais
picos além do pico G e D esperados no espetro, devido a dupla ressonancia do pico D
presentes em estruturas do tipo GBM [58].

A semelhanca do observado no filme fino G7, também na superficie G8 e G9
(depositadas com parametros semelhantes) o espetro € atipico, podendo mesmo afirmar-se
que ndo é possivel a obtengdo de espetro no caso da G7 e G8 e no caso da G9 a intensidade
do ruido da linha de base ndo permite distinguir com clareza as diferentes bandas.
Eventualmente por serem os filmes finos obtidos com pressdes de deposicdo mais
elevadas, o nimero de colisbes que os atomos ejetados sofrem no seu percurso através do
plasma pode levar a que a energia de chegada ao substrato ndo permita a sua difusdo. Tal
podera contribuir para o0 aumento do numero de defeitos na ligagdo quimica. Estes tipos de

defeitos ndo tém expressdo no aparecimento ou intensidade da banda D, pois esta

Diana Margarida Pereira Dias 34



Apresentacdo dos Resultados e Discussao

normalmente encontra-se associada a alteracdes da estrutura aroméatica, C=C, como é o
caso do aparecimento de ligaces do tipo sp®.

Também sdo apresentados os espetros relativos a deposicdo G4 sobre Al, Si,
Cu e alo 316 L, no Apéndice A. Os espetros sdo representativos da semelhanga entre os
filmes depositados nos diferentes substratos.
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Figura 3.6 Espetro de Raman das superficies a) G2, b) G7 e c) G10.
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Figura 3.6 Espetro de Raman das superficies a) G2, b) G7 e c) G10.
(Continuagao).

Os valores representativos da razdo Ip/lc de todas as deposigdes estdo
apresentados na Tabela 3.5 e, ap0s andlise dos dados, é possivel concluir que existe um

elevado grau de desordem associado as duplas ligagdes C=C aromaticas.

Tabela 3.5 Razdo das intensidades do pico D e G, representada por Io/ls, para os filmes finos estudados.

Razéao Ip/lc
Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 G10
Apbs deposicio 0,97 0,75 067 066 1,02 0,79 - - 0,93 0,73
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3.4. Molhabilidade

O grafeno oxidado, o grafeno e a grafite estdo reportados na literatura como
apresentando diferentes afinidades para com a &gua sendo, por este motivo, importante
avaliar a molhabilidade dos GBM. Segundo a literatura, o valor do angulo de contacto da
agua com a grafite € de 92°, enquanto o grafeno, colocado sobre um substrato de vidro,
apresenta um valor de angulo de 48°, valor que aumenta com o nimero de camadas até
atingir o valor da grafite [59].

Os valores meédios, e respetivo desvio padrdo, apresentados na Tabela 3.6
mostram que o grau de hidrofobicidade ou hidrofilicidade difere de deposicdo para
deposicdo sem apresentar uma tendéncia definida com a alteracdo dos parametros de
deposicdo. Com efeito a maior hidrofilicidade é observada para as superficies G7 e G9 e
menor hidrofilicidade na deposicéo G5 e G6.

Os valores aqui reportados na Tabela 3.6 para as deposi¢cbes G7 e G8 sédo
semelhantes aos existentes na literatura para o grafeno. No entanto, as caracterizacdes
efetuadas indicaram que estes revestimentos sdo muito distintos do grafeno, ndo sé porque
este é constituido por uma monocamada de 4&tomos de carbono com a espessura 0,34 nm, e
a espessura dos filmes é de 67 e 51 nm, respetivamente, mas também pela auséncia de
espectro de Raman e distin¢do no tipo de ligacdo apresentado em XPS. A superficie G8
ndo foi analisada por XPS, mas devido a semelhanca dos parametros de deposicdo e ao
espetro de Raman da deposicdo G7 é possivel assumir que o tipo de ligacdo quimica sera

semelhante.

Tabela 3.6 Avaliagdo da hidrofilicidade das superficies por medi¢ao do angulo de contacto com agua.

Angulo de contacto (°)
Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 Gl10

58+0,6 61+ 0,5 60+1 64+3 69+ 3 69+ 1 45+ 2 57+ 3 42+ 3 50+ 2
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3.5. Espectroscopia do Visivel

Como ¢é conhecido, o grafeno possui 2,3 % de absorvancia da luz visivel, sendo
esta uma das propriedades identificativas deste tipo de material [12]. Por esta razdo foi
utilizada a espectroscopia do visivel para complementar a caracterizacao dos filmes finos.

Na figura 3.7 estdo os espectros dos filmes G2, G4, G7 e G10. A anélise foi
efetuada nas deposi¢cdes sobre laminas de vidro; como estas absorvem radiacdo para
comprimentos de onda de ultravioleta os espetros apenas dizem respeito a regido do
visivel.
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Figura 3.7 Espectro do Visivel das superficies G2 (laranja), G4 (rosa), G7 (azul) e
G10 (verde).

Os espectros revelam que qualquer um dos filmes finos apresenta baixa
capacidade de absorver a luz, ou seja, apresentam elevada transmitancia, ainda assim
superior aos 2,3% do grafeno. Por outro lado esta caracterizagcdo revela que esta
capacidade ndo e dependente da espessura dos filmes finos, pois o designado por G7 é o
que apresenta maior espessura e absorve menos radiacdo na zona do visivel do que, por

exemplo, a superficie G2 que € menos espessa.
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3.6. Potencial Eletrocinético

A carga superficial dos filmes finos, quando imersos num eletrélito, foi
indiretamente avaliada através do potencial zeta. Os valores deste potencial estdo
sumariados na Tabela 3.7 e apresentam valores entre os -30 e -134 mV.

Tabela 3.7 Valores do potencial zeta dos revestimentos avaliado em KCl 1mM, pH 7,0.

Potencial zeta () (mV)
Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 G10

-32+2 -52+2 -67+5 -40+4 -32+1 -38+4 -134+5 -108+5 -30+2 -50+2

A relacdo da variacdo do potencial zeta com os parametros de deposi¢do nao é
evidente. No entanto o perfil de variacdo, entre as distintas superficies, e os valores dos
angulos de contacto e potencial zeta é semelhante (Figura 3.8). Com efeito, quanto mais
hidrofilica a superficie, mais negativo o valor do potencial zeta. Tal facto pode estar
relacionado com a presenca de grupos quimicos funcionais que, para além de apresentarem
maior afinidade com a agua, desenvolvem carga negativa por dissociacdo quando imersos
num eletrolito.

A determinacdo do potencial zeta permitiu ainda observar que as superficies
G7 e G8, que ndo apresentaram espetro de Raman semelhante aos revestimentos de
carbono, apresentam valores anormalmente negativos. Este resultado vem reforcar o
anteriormente observado e sugere que o tipo de ligacGes e estrutura quimica destas duas
superficies sdo completamente distintas das presentes nos restantes revestimentos.

Apols as caracterizacdes efetuadas é possivel afirmar que os revestimentos
depositados por pulverizagdo catddica deram origem a filmes finos de GBM. Estes estdo
oxidados e apresentam defeitos na estrutura quimica. A tentativa de reduzir alguns destes
GBM para se conseguir filmes com menor teor de oxigénio foi efetuada por recurso a acdo

de varias espécies de bactérias conforme a seguir se reporta.
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Figura 3.8 Relagdo entre os valores do angulo de contacto com agua e o potencial zeta das superficies.
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3.1. Testes Microbianos

Morfologia

Para os testes microbianos foram selecionadas 11 espécies diferentes, com as quais
foram realizados ensaios preliminares para avaliacdo da toxicidade das superficies bem
como da capacidade das bactérias reduzirem os GBM. Os testes preliminares levaram a
selecdo de 4 espécies, a saber E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, S. putrefaciens.

Nas Figuras 3.9, 3.10, 3.11 e 3.12 s&o apresentadas as diferentes morfologias das
bactérias depois de incubadas com as superficies G2, G7 e G10, bem como a morfologia

nativa de cada espécie.

Figura 3.9 Micrografias da bactéria E. coli apds contacto com as superficies a) G2; b) G7;
c) G10 e d) morfologia nativa.
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Figura 3.10 Micrografias da bactéria S. aureus apds contacto com as superficies a) G2; b)
G7; c) G10 e d) morfologia nativa.

Figura 3.11 Micrografias da bactéria P. aeruginosa apés contacto com as superficies a)
G2; b) G7; c) G10 e d) morfologia nativa.
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Figura 3.12 Micrografias da bactéria S. putrefaciens apos contacto com as superficies a)
G2; b) G7; c) G10 e d) morfologia nativa.

A morfologia das células bacterianas testadas foi evidentemente alterada apos
contacto com as superficies. Na maioria dos casos, 0 que se observou em todos 0s micro-
organismos foi a incapacidade da divisdo, resultando no aumento exagerado do
comprimento da célula microbiana. No caso da P. aeruginosa, figura 3.11 b), é visivel a
formacdo de um biofilme na superficie, geralmente aplicavel ao mecanismo de defesa das
bactérias para impedir o contacto com uma superficie toxica. Na S. putrefaciens é possivel
observar que a morfologia da bactéria foi muito alterada em relagcdo ao seu estado natural

demonstrando ser a bactéria mais afetada pela toxicidade das superficies.

Testes de Viabilidade
Os testes de viabilidade celular foram necessarios para avaliar a capacidade de

recuperacdo das células apos incubacdo nas superficies e aferir do seu efetivo potencial
antimicrobiano. A Figura 3.13 representa, percentualmente, as células viaveis através da
contabilizacdo de unidades formadoras de colonias (CFU). No gréfico é apresentada a
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diferenca de viabilidade observada para as diferentes espécies bacterianas E. coli, S. aureus
e P. aeruginosa sobre as superficies G2, G7 e G10. No caso da bactéria S. putrefaciens ndo
foi observado qualquer tipo de crescimento nas placas de meio solido ap6s contacto com a
superficie, portanto, é possivel concluir que as superficies sdo muito tdxicas para a
bactéria.

A partir dos dados € possivel afirmar que a superficie G2 é a menos toxica para as
bactérias das espécies E. coli e P. aeruginosa que sdo mais afetadas pela toxicidade dos
revestimentos G7 e G10. No caso da S. aureus € o revestimento G10 o menos toxico e G2
e G7 os mais tdxicos, 0 que pode estar relacionado com o facto de S. aureus ser uma

bactéria Gram positiva.

ot 1
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E. coli S aureus P. aeruginosa

Figura 3.13 Percentagem de coldnias viaveis apds incubacao das células nas superficies G2, G7 e G10.

Espectroscopia de Raman
Apos incubacdo em suspensdes bacterianas as superficies foram de novo analisadas

por espectroscopia de Raman, apds remocdo das células procarioticas. A Figura 3.14
apresenta o espetro de Raman da superficie G2 ap0s incubacdo com a bactéria E.coli.
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Figura 3.14- Espectro de Raman da superficie G2 a) apds deposicdo e b) apds incubagdo na presenga
da E. coli.

A partir do espetro apresentado é possivel observar alteracdes em relacdo ao filme
apos deposicdo, nomeadamente pelo inicio de separacdo dos picos G e D, o que indica
reestruturagdo da estrutura quimica mais proxima da do grafeno. Acresce o facto de a
intensidade do pico D diminuir conforme se encontra quantificado na Tabela 3.8. Também
o perfil do pico 2D é muito distinto do anteriormente observado apresentando-se mais

estreito 0 que também é uma evidéncia de uma reorganizacao da estrutura. No entanto, a
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sua intensidade é ainda muito baixa. Nesta regido do espetro é ainda possivel observar o
aparecimento de picos na regido proxima dos 2000 cm™ (assinalado por uma seta) e que
neste caso sdo identificados como policumulenos, que sdo constituidos por cadeia longas
de ligacbes C=C lineares. Estes podem ser um dos compostos constituintes da matriz
extracelular ou pode ser consequéncia da reducdo efetuada pelas bactérias que, apesar de

implicar um decréscimo de oxigénio, ndo promove a estrutura quimica em anel aromatico.

Tabela 3.8 Razdo das intensidades do pico D e G, representada por Ip/ls, para os filmes finos G2, G7 e G10
antes e apos incubagao na bactéria E. coli.

Razéo Ip/lc
G2 G7 G10
Apds deposicio 0,75 - 0,73
E. coli 0,56 - 0,61

Apbs incubacdo das superficies na presenca de uma suspensdo da espécie
bacteriana E. coli, e analise dos espetros de Raman, concluiu-se que na presenca de E.coli
a reestruturacdo da superficie tinha sido melhor quando comparada com a ocorrida na
presenca das outras espécies bacterianas. Por esta razdo, foi efetuada uma analise por XPS,
neste revestimento especifico, para avaliar as alteragdes ocorridas (Tabela 3.9).

No que respeita & composi¢do quimica ocorreu uma ligeira variagdo dos teores de C
e O, com o0 aumento de 80,9 % para 82, 3 %at. em C, e a complementar diminuicdo de 19,1
%at. para 17,7%at. de O. No entanto, pelos dados apresentados na Tabela 3.9 é possivel
concluir que a quantidade de ligagdes do tipo C=C aromatico aumentaram de 70,8 % para
87, 8 0 que é um resultado muito favoravel pois indica que a acdo bacteriana ndo se limitou
a reduzir o teor de oxigénio mas, sobretudo, contribuiu significativamente para o rearranjo

das ligacBes de modo a conferir uma estrutura quimica mais proxima do grafeno.
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Tabela 3.9 Comparagao, por analise XPS, das ligag6es quimicas existentes na superficie G2 apds deposicao
e apds incubagdo com uma suspensao de E.coli.

Ligacoes identificadas por XPS (% relativa)

G2 70,8 % 12,6 % 89% 7,8 %
C=C aroméatico C-H >C=0 -0-C=0

G2 E. coli 87.8% 10,6 %
C=C aromatico >C=0

3.2. Tratamentos Térmicos

Na literatura estd reportado que através de tratamentos térmicos ¢ possivel
obter a reducdo dos 6xidos de GBM bem como do rearranjo de ligagdes com o objetivo de
ter uma estrutura quimica semelhante a do grafeno.

As Figuras 3.15 e 3.16 representam os espetros de Raman das superficies G2,
G7 e G10 apos tratamento térmico a 600 °C. No caso da superficie G2 também ¢
apresentado, na Figura 3.15 b), o espetro ap6s tratamento térmico a 800 °C que evidencia o

aumento da intensidade da banda D.
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Figura 3.15 Espectro de Raman da superficie G2 apds tratamento térmico a) 600 °C e b) 800 °C.
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Figura 3.16 Espectro de Raman das superficies a) G) e b) G10, apds tratamento térmico a 600 °C.

Apo6s andlise dos espetros € possivel concluir que o numero de defeitos na
estrutura quimica de todos os revestimentos diminuiu com o tratamento a 600 °C e
aumentou quando a temperatura ¢ de 800 °C atingindo, neste caso, valores superiores a 1
na razao Ip/lg (Tabela 3.10). Também ¢é possivel observar que o nimero de defeitos
diminuidos pela accdo da bactéria E.coli ¢ ligeiramente inferior a obtida pelo tratamento

térmico a 600 °C, mas sem os custos associados a este.

Tabela 3.10 Razdo Io/lc das superficies G2, G7 e G10 apos deposicdo, apos incubacdo na bactéria E.coli e
apos tratamento térmico (TT) a 600 °C e 800 °C.

Razao Ip/le

G2 G7 G10

Apos deposicdo 0,75 - 0,73
E. coli 0,56 - 0,61

TT 600 0,44 0,59 0,82

TT 800 1,07 1,45 0,98
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CONCLUSOES

O objetivo do trabalho apresentado nesta dissertagdo foi produzir “grafeno”
utilizando uma tecnologia limpa, capaz de revestir diretamente as superficies de interesse e
em areas maiores dos que as que atualmente sdo possiveis pela maioria das técnicas. Nesse
sentido foi utilizada a técnica de deposicdo por pulverizacdo catédica, modo r.f. magnetrao,
para depositar carbono, com estrutura semelhante a do “grafeno”, sobre varias superficies e
avaliar a potencialidade de utilizar bactérias para posterior reducdo do material depositado.
Simultaneamente este teste permitiu avaliar o potencial carater antimicrobiano das
superficies.
Do trabalho desenvolvido podem ser inferidas as seguintes conclusdes:
e a técnica de deposicdo pulverizacdo catodica r.f. magnetrdo é promissora na
producdo de materiais com estrutura semelhante a do grafeno;
e 0s revestimentos apresentam, na sua maioria, ligagdes quimicas sp? caracteristicas
das ligagdes C=C aromaticas mas com defeitos, de acordo com a razéo Ip/lg;
e 0s defeitos existentes sdo devidos a uma alteracdo da estrutura C=C aromatica mas
ndo do tipo C-C sp® o que significa que a partir da pulverizacdo catodica é possivel
obter estruturas do tipo sp? contendo O na sua constituico, isto ¢, GBM;
e a diminuicdo de defeitos na estrutura sp? aromatica pode ser conseguida por
tratamento térmico a 600 ‘C e também por acdo da bactéria E.coli; se o tratamento
térmico ocorrer a 800 C o nimero de defeitos aumenta consideravelmente e, neste
caso, a acdo da referida bactéria € um método mais eficaz na reestruturacdo das
ligaches sp? aromaticas.
e as superficies testadas G2, G7 e G10 apresentam diferentes graus de toxicidade
para com diferentes espécies de bactérias testadas, podendo ser considerados como
revestimentos antibacterianos alternativos a materiais considerados citotoxicos para
com as células eucaridticas, tal como a prata.
Como trabalho futuro é necessario complementar estes resultados com analise
por XPS dos filmes apods tratamento térmico a 600 °C para aferir se a reestruturagio das
ligacdes contribui para uma estrutura quimica mais semelhante ao grafeno, como

aconteceu quando as superficies foram inoculadas com bactérias. Também ¢é sugerida uma
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otimizagdo da capacidade de redugdo dos revestimentos produzidos com outras espécies
bacterianas. Simultaneamente, seria interessante explorar o potencial efeito antibacteriano
destas superficies nomeadamente complementar o estudo com células eucarioticas e avaliar

da sua aplicabilidade como revestimentos de dispositivos médicos invasivos.
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