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RESUMO

A formacdo de biofilmes é reconhecida como a principal causa de infeccdes
resistentes, incentivando o desenvolvimento de abordagens inovadoras na area da
saude. Estruturas antimicrobianas, como o grafeno, oferecem vantagens como baixa
toxicidade, capacidade de superar resisténcia bacteriana e custos reduzidos. Este
estudo teve como objetivo principal desenvolver e avaliar as propriedades biol6gicas
do 6xido de grafeno (GO) aplicado em placas de titanio previamente submetidas a
ataque quimico. Os revestimentos foram compostos por polimetilmetacrilato (PMMA)
e Oxido de grafeno (GO), sendo testados diferentes parametros de esfoliacdo do GO
e estratégias de integracao com o PMMA. O GO150w foi sintetizado a partir de grafite
natural pelo método de Hummers-Offeman modificado. Variagdes na sintese e
parametros de sonicacdo permitiram a obtencdo de Oxidos de grafeno com
propriedades distintas. As amostras de GO foram testadas quanto a capacidade de
inibir biofiimes bacterianos em diferentes concentracbes. A amostra GO150w
apresentou uma inibicdo de 56% do biofilme de Escherichia coli nas concentractes
mais altas, mas problemas de solubilidade foram observados apés 24 horas. A
amostra GO7Kw teve resultados insatisfatorios, com maior crescimento bacteriano na
menor concentracdo e apenas 30% de inibicdo nas concentracdes mais altas. Ja a
amostra de GONaNOs obteve uma inibicdo da formacao do biofilme frente a bactéria
S. aureus de cerca de 53% na concentracdo de 1,0 mg/mL e cerca de 59% na
concentracdo de 0,5 mg/mL. Para a bactéria E. coli foi possivel observar uma inibicao
da formacao de biofilme de cerca de 43% na concentracdo de 1,0 mg/mL e de 46%
em 0,5 mg/mL, mostrando-se promissora como agente antimicrobiano para aplicacées
biomédicas. Apos o 6xido de grafeno foi inserido e PMMA para revestir placas de
titdnio previamente tratadas.

Palavras-chave: 6xido de grafeno, titanio, inibicdo de biofilme.



ABSTRACT

The formation of biofilms is recognized as the main cause of resistant infections,
encouraging the development of innovative approaches in healthcare. Antimicrobial
structures, such as graphene, offer advantages such as low toxicity, the ability to
overcome bacterial resistance, and reduced costs. This study aimed to develop and
evaluate the biological properties of graphene oxide (GO) applied to titanium plates
previously subjected to chemical etching. The coatings were composed of
polymethylmethacrylate (PMMA) and graphene oxide (GO), with different GO
exfoliation parameters and strategies for integration with PMMA being tested. GO150w
was synthesized from natural graphite using the modified Hummers-Offeman method.
Variations in synthesis and sonication parameters allowed for the production of
graphene oxides with distinct properties. The GO samples were tested for their ability
to inhibit bacterial biofilms at different concentrations. The GO150w sample showed a
56% inhibition of Escherichia coli biofilm at higher concentrations, but solubility issues
were observed after 24 hours. The GO7Kw sample had unsatisfactory results, with
greater bacterial growth at the lowest concentration and only 30% inhibition at the
highest concentrations. Meanwhile, the GONaNO3 sample achieved approximately
53% inhibition of S. aureus biofilm formation at a concentration of 1.0 mg/mL and
around 59% at a concentration of 0.5 mg/mL. For E. coli, biofilm formation inhibition
was observed at around 43% at a concentration of 1.0 mg/mL and 46% at 0.5 mg/mL,
showing promise as an antimicrobial agent for biomedical applications. Afterward,
graphene oxide was incorporated into PMMA to coat titanium plates that had been

previously treated.

Keywords: graphene oxide, titanium, biofilm inhibition.



Figura 1

Figura 2

Figura 3
Figura 4

Figura 5

Figura 6
Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

LISTA DE ILUSTRACOES

(A) Sintese de 6xido de grafeno por oxidacéo quimica usando
métodos de Brodie, Staudenmaier e Hummer; (B) Rota de
sintese de do 6xido de grafeno a partir de grafite

Mecanismo proposto para os efeitos do éxido de grafeno em
formacao de biofilme.

Mecanismo de formacéao de biofilme.

Fluxograma das etapas de oxidacgao e esfoliagdo dos GOs
envolvidos no trabalho.

Placas de titanio apés ataque quimico e apos limpeza.

Rota de sintese do Poli metil metacrilato (PMMA).

Esquema representativo do processo de deposicéo dos
revestimentos por blade-coating.

Espectros Raman dos 6xidos de grafeno GO150w, GO7Kw e
GONaNO3

Espectros de FTIR dos oxidos de grafeno GO150w e GO7Kw.

Padrdes de difracdo dos oxidos de grafeno GO150w, GO7Kw e

GONaNQ3.

Curvas de termogravimetria (1) e termogravimetria diferencial (2)

dos oxidos de grafeno GO150w, GO7Kw e GONaNO3.

Imagem de MEV em sequéncia: (A e B) GO150w nas
magnificacdes 40kx e 80kx, respectivamente; (C e D) GO7Kw
nas magnificacfes 40kx e 60kx, respectivamente;

Imagem de MET em sequéncia: (A e B) GO7Kw; (C e D)
GONaNO3;

Graficos representando as concentracdes de crescimento de
biofilme nas amostras de GO150w, GO7Kw e GO NaNO3.

Teste de avaliacao de morte bacteriana do GONaNO3. (1) Teste

com a bactéria S. aureus (2) teste com a bactéria E. coli.

Avaliacao fisica das amostras de PMMA em placas de petri e em

eppendorfs de 2 mL.

17

19

20
22

24

25
26

30

31

32

33

34

35

37

38

39



Figura 17

Figura 18

Figura 19
Figura 20

Figura 21

Espectro de infravermelho da amostra de PMMA feita pelo
método KBR.

Espectro de infravermelho das amostras PMMA com GO
sintetizado diretamente no MMA e PMMA com GO sintetizado
apos o final da sintese, feitas por ATR e convertidas de
absorbancia para transmitancia.

Reologia do PMMA em funcao da temperatura.

Reologia do PMMA e PMMA/GO.

Imagem de microscopia eletrénica de varredura de placa de
tithnio com ataque quimico (A e B) e placa de titanio revestida
com PMMA/GO (C e D)

40

41

42

43

44



Tabela 1 —

Tabela 2 —

Tabela 3 —

Tabela 4 —

LISTA DE TABELAS

Variacao da concentracdo de MMA e BPO para preparo do
PMMA.

(-potencial médio [mV] em triplicata dos GOs.
Diametro hidrodinamico em triplicata dos GOs.

Avaliacao fisica das amostras de MMA.

26

36

36

42



1. Introdugao
2. Objetivo

3. Revisao de Literatura
3.1 Dispositivos médicos
3.2 Poli Metacrilato de metila (PMMA)
3.3 Oxido de grafeno
3.4 Biofilmes bacterianos

4. Materiais e métodos
4.1 Materiais
4.2 Métodos de sintese
4.2.1 Sintese do oxido de grafeno (GO150W)
4.2.2 Sintese do oxido de grafeno (GO7K)
4.2.3 Sintese do oxido de grafeno (GONaNO3)
4.3 Revestimentos PMMA/GO
4.3.1 Limpeza das placas de titdnio
4.3.2 Ataque quimico
4.3.3 Recristalizac¢do do peroxido de benzoila
4.3.4 Sintese do PMMA
4.3.5 Proposta de adigdo do GO ao PMMA
4.3.6 Deposicdo dos revestimentos
4.4 Métodos de caracterizagdo
4.4.1 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)
4.4.2 Espectroscopia RAMAN
4.4.3 Espectroscopia na regiéio do FTIR
4.4.4 Difrag¢do de raio-X
4.4.5 Andlise térmica
4.4.6 Propriedades reoldgicas
4.4.7 Avaliagdo atividade antibiofilme

5. Resultados e discussao
4.1 Caracterizagdes fisico-quimica dos dxidos de grafeno obtidos
4.2 Potencial zeta
4.3 Testes anti-biofilme
4.3.1 Avaliagdo atividade antibiofilme do GO
4.4 Testes fisicos das variagées do PMMA
4.5 Analise de composicéo quimica do PMMA

6. Conclusao

14
15
16

19

21
21
22
23

23
24
24

24
25
25
26
26
27
27
27
27
27
28
28
28

29
35
36
36

38
39

11
13
14

21

29

44



Referéncias

ANEXO A - Oxido de grafeno reduzido

Obtencdo de dxido de grafeno reduzido (rGO)
Caracterizagdo fisico-quimica do rGO

Avaliagdo atividade antimicrobiana por disco difusdo do rGO

ANEXO B — Deconvolu¢ao do RAMAN das amostras de GO

Apéndice - Historico escolar

55
55

56

47
55

60

62



1. INTRODUCAO

As infecgBes bacterianas sdo a causa de diversos problemas na érea da
saude publica, jA que o uso indevido de antibidticos esta diretamente ligado com o
aumento da resisténcia desses microrganismos, transformando o combate dessas
infecces em uma tarefa dificil (KUMAR et al. 2019). Grande parte das infecgbes que
acometem o0s seres humanos sdo devido a formacdo de biofilmes por micro-
organismos. Wu et al. (2023) e Stykova et al. (2022), afirmam que a formacéo de
biofilme acrescenta uma vantagem de 1500 vezes na resisténcia da cepa, frente a
antibidticos, antifungicos, desinfetantes e ao sistema imunoldgico do hospedeiro.

A nanomedicina é uma area da nanotecnologia que visa avan¢os na saude
por meio de nanomateriais e nanoparticulas, como forma de combater bactérias,
transportar medicamentos/genes ou realizar diagnésticos moleculares. Um exemplo
desse avanc¢o na quimica de materiais e biologia molecular é a eficacia do 6xido de
grafeno contra S. aureus. Segundo Saeed et al. (2023), testes realizados em
laboratorio sugerem que o composto pode ser submetido a testes em animais vivos
para determinar seu potencial como parte do tratamento para mastite bovina. Outra
aplicacdo de biomateriais na area da saude séao os dispositivos médicos, também
chamados de implantes. Os implantes de titanio sdo amplamente utilizados na
ortodontia e na ortopedia devido a sua biocompatibilidade e propriedades fisico-
guimicas.

Reyes et al. (1977) fizeram a primeira adaptacdo de um implante de titanio
para o ouvido, possibilitando a audicdo por meio de ondas sonoras levadas
diretamente para a coéclea. No entanto, Ming et al. (2023) e Xu et al. (2024)
descrevem que, devido a bioinércia do titanio, que resulta em pouca interagcdo com
os tecidos biologicos, podem existir pequenos espacos propicios ao
desenvolvimento de biofilmes, dificultando a cicatrizacdo do tecido ao redor do
implante. Hakim et al. (2024) explicam que dispositivos médicos metalicos, como 0s
feitos de titdnio, sdo frequentemente revestidos com polimeros e funcionalizados
com materiais que previnam infec¢cdes associadas. Nesse contexto, materiais
poliméricos sdo amplamente aplicados em dispositivos médicos, embora enfrentam
desafios persistentes, como o aumento substancial de bactérias e a formacgéo de
biofilmes, que resultam em riscos de infecgéo (Tran e Webster, 2013). Atualmente,

o0 método mais empregado para mitigar os danos causados por infeccdes



relacionadas a aderéncia de biofilmes é o revestimento de superficies com materiais
antimicrobianos.

Destaca-se também a aplicacdo de biomateriais na area da saude. Neste
caso, os implantes de titanio foram consolidados na ortodontia e na ortopedia por
sua biocompatibilidade e propriedades fisico-quimicas. Reyes et al. (1977) fizeram a
primeira adaptacao de um implante de titanio para o ouvido, possibilitando a audi¢cao
por meio de ondas sonoras levadas diretamente para a coclea. Porém, Ming et al.
(2023) e Xu et al. (2024), descrevem que devido a bioinércia do titanio, acdo em que
0 material tem pouca interacdo com os tecidos biolégicos, podem existir pequenos
espacos propicios ao desenvolvimento de biofilmes, dificultando a cicatrizacao do
tecido ao redor do implante. Hakim et al. (2024) explica que os dispositivos médicos
metalicos, como os de titanio, sdo popularmente revestidos com polimeros e
funcionalizados com materiais que previnam infeccdes associadas. Nesse contexto,
materiais poliméricos sdo amplamente aplicados em dispositivos médicos, embora
enfrentem desafios persistentes, como o0 aumento substancial de bactérias e a
formacédo de biofilmes, que resultam em riscos de infeccéo (Tran e Webster, 2013).
Atualmente, o método mais empregado para mitigar os danos causados por
infeccbes relacionadas a aderéncia bacteriana em implantes, consiste no
revestimento do material, a fim de criar uma superficie que impeca a fixacdo dos
microrganismos. O polimetilmetacrilato (PMMA) € um polimero sintético utilizado no
campo da biomedicina para confeccdes de diversos dispositivos, como cimentos
0sseos, implantes, reconstru¢cdo mandibular, lentes intraoculares, e outros, devido
as suas notaveis caracteristicas de propriedades Opticas, resisténcia ao impacto,
elasticidade e biocompatibilidade. Estudos recentes, como o de Amirabad et al.
(2022), destacam que a modificacdo da superficie do PMMA com moléculas
bioativas pode ser uma estratégia eficaz para controlar a adesdo bacteriana. Ao
favorecer a ligacdo das bactérias aos grupos funcionais das substancias
adicionadas, essa técnica pode ajudar a prevenir a colonizacdo bacteriana
indesejada em dispositivos médicos e outros materiais sensiveis a contaminacao.

O interesse na familia do grafeno na area biomédica se deve as suas
propriedades em estudos para desenvolvimento de testes diagndsticos, seu uso
como veiculo de entrega de medicamentos e as suas propriedades antimicrobianas,
gue o tornam uma opc¢ao adequada para a aplicagédo na biomedicina (CASTILLO et

al., 2013; SHANG et al., 2019). A variante oxidada do grafeno, o 6xido de grafeno



(GO), apresenta grupos funcionais como carbonila, &cido carboxilico e hidroxila, que
permitem a sua interagdo com bactérias (SAEED, et al. 2023). A atividade
antimicrobiana do 6xido de grafeno esta relacionada a fatores fisicos e quimicos,
como o estresse oxidativo induzido pela presenca abundante de grupos funcionais
de oxigénio. Esses grupos funcionais interagem com as bactérias, restringindo a
entrada de nutrientes e causando danos a membrana celular. Além disso, as bordas
do 6xido de grafeno perfuram a membrana bacteriana, contribuindo para a leséo e
inibicdo do crescimento bacteriano. Saeed, et al. (2023) observaram também que
para a atividade antibiofilme, o GO possui bordas afiadas em suas folhas, que sé&o
capazes de romper a estrutura da matriz de Exopolissacarideos (EPS), uma
substancia polimérica extracelular produzida por certos microorganismos, presentes
na estrutura do biofilme. Além disso, as interacbes de hidrogénio, forca Van der
Waals, interacoes eletrostaticas e interacdes 1-11, presentes no GO desestabilizam

as estruturas dos EPS.

2. Objetivo

Este trabalho busca desenvolver e analisar as propriedades biolégicas do
oxido de grafeno (GO) e criar um revestimento combinado de poli metil-metacrilato
(PMMA) e 6xido de grafeno. Para alcancar esse objetivo, foram realizados testes
gue exploraram diferentes parametros de esfoliacdo do GO, além de estratégias
diversas para sua integracdo ao PMMA. A pesquisa incluiu analises morfologicas e
fisico-quimicas dos materiais, complementadas por uma avaliacdo das propriedades
antimicrobianas, a fim de verificar a efichcia e o potencial de aplicacdo do

revestimento produzido.



3. Revisao de Literatura

3.1 Dispositivos médicos

Os dispositivos médicos, por se tratar de materiais expostos diretamente aos
tecidos do corpo humano ndo devem causar danos adicionais & saude e permitir a
execucao das atividades rotineiras, por isso é de extrema importancia a utilizacdo de
materiais biocompativeis na sua confeccao para evitar uma resposta imunolégica do
corpo (WANG et al. 2019). Segundo a agéncia nacional de vigilancia sanitaria
(ANVISA), por meio da RDC n°751/2022:

“Dispositivos médicos sdo todos os instrumentos, aparelhos, equipamentos,
implantes, dispositivos de diagnoéstico in vitro, software e materiais destinados a
serem utilizados para diagnosticos, prevencdo, monitoramento, tratamento,
recuperacdo de lesdo ou deficiéncia, substituicdo anatdémica ou de processos
fisiologicos e patolégicos e fornecimento de informacdes por exames, 0S quais a
acao independem de meios farmacolégicos, imunolégicos ou metabdlicos.”

Existem diferentes classificacbes para esses dispositivos como para
diagnosticos e monitoramento, terapéutico ativo, de uso Unico, implantavel, invasivo
e para diagnasticos in vitro, que vao desde bisturis até proteses.

Biomateriais como metais e suas ligas, polimeros, ceramicas e materiais
naturais, sdo estudados e aplicados em campos diversos da area meédica. Uma
dessas aplicacbes sao os implantes, que consistem em restaurar uma parte que
antes estaria danificada no corpo humano (KAUR e SINGH, 2019). Tzortzis et al.
(2015) mencionam que a osseointegracdo de implantes dentéarios foi inicialmente
documentada por Branemark et al. (1952). Posteriormente, vinte e cinco anos depois,
Reyes et al. (1977) realizaram a primeira adaptacdao do implante Branemark como
um dispositivo auditivo, possibilitando que as vibra¢des sonoras alcancassem a
céclea, a parte anterior do labirinto localizada no canal auditivo interno.

Segundo Baltatu et al. (2023), o titanio e suas ligas sdo materiais confiaveis
para implantes médicos que permanecem por longos periodos no corpo,
apresentando respostas favoraveis em trabalhos vistos na literatura, devido a sua
resisténcia e biocompatibilidade. Neste sentido, o titAnio tem sido um material

extensamente estudado para diversas aplicacbes devido a sua resisténcia a



corrosao e a altas temperaturas. Uma caracteristica importante deste material é a
formacdo de uma camada de 6xido na sua superficie (TiO2) que o protege da
corrosao em meio aquoso. Esta propriedade tem recebido atencdo para a industria
biomédica compensando o custo na producdo (FANTON et al. 2022). No campo
meédico, o titanio é bastante utilizado devido a sua biocompatibilidade e menor risco
de reacOes alérgicas. Sypniewska e Szkodo (2022) destacam a importancia da
rugosidade da superficie do titanio para facilitar a osseointegracdo, fenémeno pelo
gual o osso natural se liga firmemente a um implante artificial, formando uma
conexdo estrutural e funcional sélida ao longo do tempo. Esse fenémeno é
importante para o sucesso de muitos dispositivos médicos implantaveis, como
proteses dentarias, implantes ortopédicos e dispositivos de fixacdo O&ssea.
Dependendo do local onde o implante € inserido, diferentes niveis de rugosidade
podem ser necessarios para promover uma fixacao 0ssea ideal. Uma superficie mais
rugosa pode proporcionar uma area de superficie maior para que as células 6sseas
se fixem, facilitando assim o processo de osseointegracdo. Essa personalizacédo da
rugosidade da superficie do titanio € essencial para garantir o sucesso a longo prazo
do implante e a estabilidade do dispositivo no corpo humano. Porém, essas
superficies podem ser suscetiveis a colonizacdo por bactérias e formacdo de
biofilmes. Um dos meios usados para contornar esse problema € o revestimento dos

materiais com propriedades antimicrobianas (ESTEVES, et al. 2022).

3.2 Poli Metacrilato de Metila (PMMA)

Ha& aproximadamente cinquenta anos, materiais poliméricos tém sido
empregados na producdo de implantes devido as suas vantagens em termos de
biocompatibilidade, resisténcia a corrosdo e propriedades quimicas e mecanicas
(PUNSET, et al. 2022). O Polimetilmetacrilato (PMMA) é um polimero bioinerte,
hidrofébico e que néo é degradado biologicamente. O PMMA, é comumente utilizado
para fabricacdo de proteses, cimento 6sseo, proteses faciais, entre outros, por
atender a maioria das exigéncias para confeccdo de dispositivos médicos
(CAMARGO etal. 2021). Harb et al. (2020), afirmam que o PMMA como revestimento
de titdnio ajuda na agdo anticorrosiva do titanio e melhora a questédo da durabilidade
do implante, ou seja, a vida util do dispositivo pode ser maior do que a do material

sem revestimento.



O PMMA ¢é produzido por meio da polimerizacdo do éster de &cido
metacrilico, que é formado pela reacdo entre o acido metacrilico e o éster de
metanol. O polimetilmetacrilato (PMMA) apresenta grupos funcionais, como o grupo
alifatico central CH,-C, que esté ligado aos grupos laterais CH; (metila) e CH;-O-CO
(éster) (RAHMAN, et al., 2020). Shridhar et al. (2016) apresentam a utilizacdo do
PMMA como cimento ésseo para fraturas vertebrais, procedimento que envolve a
injecdo do PMMA no corpo vertebral para estabilizacdo mecéanica da fratura. Punset
et al. (2022) avaliaram as melhorias promovidas no PMMA ao ser associado com
oxido de grafeno, visando uma melhoria nas propriedades mecéanicas e biolégicas,
para evitar complicacdes recorrentes nos tecidos implantados. Foi visto, por esses
autores, que a adicdo do GO ao PMMA promove uma reducao na taxa de desgaste

do dispositivo, aumento na elasticidade do material e resisténcia a compressao.
3.3 Oxido de grafeno (GO)

Nos ultimos anos, pesquisas com a familia do grafeno tém ocupado a linha de
frente no setor biomédico, com énfase no desenvolvimento da sua sintese (Mandal,
et al. 2022). O 6xido de grafeno é a forma derivada do grafite, possuindo grupos
carboxilicos (-COOH), carbonila (—C=0) e hidroxila (OH) em sua estrutura. Esses
grupos facilitam interacdes com microorganismos, induzindo, por exemplo, a morte
bacteriana sem a necessidade de um processo intracelular (Kumar, et al. 2019).
Existem trés rotas principais para obtencdo de 6xido de grafeno, a primeira foi
sugerida por Brodie em (1859), em que sao usados acido nitrico (HNOs), acido
sulfarico (H,SO,) e tricloreto de fosforo (PCls), como agentes deshidratantes.
Quarenta anos ap0s Brodie, Staudenmaier promoveu uma maior acidez da mistura
com acido sulfurico concentrado (H,SO,) combinado com acido nitrico (HNO3),
seguido da adicao de cloreto em multi aliquotas de solucdo de clorato de potassio
(KCIOg3) durante a reacao. Por fim, Hummers-Offeman propuseram uma abordagem
alternativa, onde o grafite é submetido a uma reacdo com uma mistura de
permanganato de potassio (KMnO,) e &cido sulfarico concentrado (H2S0a4),
resultando na oxidacdo. Os trés métodos de sinteses estéo ilustrados na Figura 1 A.
O método Hammers-Offeman é o mais utilizado, ja que se trata de uma reacéo que
pode ser feita em larga escala, onde o 6xido de grafite pode ser revertido a 6xido de

grafeno por meio de esfoliagdo em ultrassom de ponteira (Figura 1B) (Brisebois e



Siaj, 2020). O GO exibe boa estabilidade coloidal e grande area de superficie,
resultando em uma capacidade de carga elevada. A presenca de grupos funcionais
bem definidos, ricos em oxigénio, também atribuem uma melhor hidrofilia do material
(BELLIER et al, 2022).

Figura 1 — (A) Sintese de 6xido de grafeno por oxidacdo quimica usando métodos de Brodie,

Staudenmaier e Hummer; (B) Rota de sintese de do 6xido de grafeno a partir de grafite.
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Fonte: Adaptado de Adetayo et al. (2019) e Borges (2020).



A literatura apresenta diversos experimentos bacterianos com oOxido de
grafeno, apresentando dois diferentes tipos de mecanismos de inibicdo bacteriana,
no primeiro € a inibicdo do desenvolvimento dos microorganismo, chamado de
agentes bacteriostaticos e 0 segundo meio é pelo combate do patdgeno ja presentes
no meio em que o GO serd aplicado, chamado de agente antibacteriano.
Krishnamoorthy, et al. (2012) investigaram a interagdo do GO frente as bactérias
Escherichia coli e Streptococcus iniae, alcancando valores ECso de inibicdo de
38ug/mL e 29ug/mL, respectivamente, valores considerados bons para atividade
antimicrobiana em revestimentos, sendo superiores ao de titanio. Nesse estudo, foi
usado o método de contagem de colénias que confirmou a a¢ao bactericida, inibindo
o crescimento do microrganismo. Ja Olczak et al. (2023) descreveram o teste
antibacteriano de curto prazo, testando as amostras de 10 a 60 minutos, tendo as
amostras de 10 e 30 minutos os resultados mais relevantes frente a E. coli. No
experimento foi observado que o GO demonstra seu poder bacteriostatico nas
amostras menos concentradas, mas apresentando o maior potencial de mortalidade
nas amostras mais concentradas, chegando a 70% de inibic&o.

Yang et al. (2023) sondaram a associacao do titanio (Ti) com o GO, frente as
bactérias E. coli e S. aureus, observando que no teste com o substrato de Ti
apresentou uma grande quantidade de colbnias, indicando a falta de atividade
antimicrobiana. Apos a combinacdo com o GO, observou-se a diminuicdo da
guantidade de colbnias presentes, indicando a atividade de aproximadamente
82,8%, frente a E. coli e 49,3%, frente a S. aureus.

Song et al. (2018) descrevem o possivel mecanismo pelo qual o éxido de
grafeno afeta as bactérias. Eles explicam que, devido a capacidade adaptativa das
bactérias, estas tendem a se agrupar para formar biofilme, no entanto, a presenca
de GO interrompe esse processo, resultando na inibicdo ou morte das células
bacterianas devido ao estresse na membrana e ao estresse oxidativo induzido pelo

GO, conforme mostrado na Figura 2.



Figura 2 — Mecanismo proposto para os efeitos do 6xido de grafeno em formacéo de biofilme.
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Fonte: Adaptado de Song et al. (2018).

3.4 Biofilmes bacterianos

As bactérias séo classificadas pelos microbiologistas como apresentando
duas formas de vida, sdo elas a forma de vida independente conhecida como
planctonica e a formacdo de agregados microbianos, conhecidos como biofilme
(SAUER et al. 2022).

Nos Ultimos anos, pesquisas sobre dispositivos médicos mais
biocompativeis com o corpo humano tém crescido consideravelmente, impulsionado
pela necessidade de reparar partes do corpo humano que foram perdidas ou
danificadas (CHEN et al., 2020). Apos a implantacdo de dispositivos médicos no
corpo humano, ocorre um processo inflamatério natural, no qual o local onde o

7

dispositivo foi implantado é invadido por células responsaveis pela reparacao
tecidual. Essas células aderem ao implante, o que é uma resposta benéfica,
facilitando o processo de osseointegracao, ou seja, a integracao do dispositivo com
o tecido ésseo circundante (CHEN et al., 2020). Mas essas ndo sao as Unicas células
gue podem surgir no dispositivo implantado. Joseph et al. (2016) afirmam que 17
milhdes de novas infeccdes por biofilmes surgem todos os anos, ja Gheorghe et al.
(2021) ressaltam que esse tipo de infeccdo € um problema para pacientes que

implantaram materiais exégenos.



Ao se aderir nos dispositivos médicos, as bactérias secretam uma matriz
tridimensional e organizada, o qual confere resisténcia a agentes microbianos Figura
3. A acado antibioflme é uma atividade diferenciada da morte direta do
microorganismo, Di Somma et al, (2020) explicam que a concentragdo inibitoria de
biofilme (MBIC) precisa ser menor que a concentracao inibitéria minima (MIC), para
o material ser considerado antibiofiime. Quando o MBIC é menor que o MIC, é
indicado que o material tem capacidade de inibir o biofilme em concentragbes mais
baixas do que necessarias para matar a bactéria diretamente.

Armbruster e Parsek (2028) observaram as etapas da ades&o bacteriana e
formacdo do biofilme. No primeiro estagio, conhecido como fase de adesdo
reversivel, as células aderem inicialmente de maneira frouxa, ap0s um tempo, as
células se acoplam planas a superficie de forma irreversivel, onde se multiplicam e
comecam a produzir componentes da matriz extracelular (biofilme), formando
pequenos aglomerados bacterianos (microcoldnias), no qual esse aglomerado passa

a se multiplicar envolto na matriz.

Figura 3 — Mecanismo de formacéo de biofilme onde o microorganismo se adere ao substrato em
uma ligacéo reversivel, perde seu flagelo e libera sua matriz extracelular, formando microcoldnias
que apdés sua maturacao dispersdo novos microrganismos no meio.
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4. Materiais e métodos

Neste topico, detalham-se os procedimentos experimentais empregados na
sintese, caracterizacdo e avaliagdo das amostras de 6xido de grafeno (GO) e PMMA.
Desde a preparacao dos materiais iniciais até os métodos de andlise utilizados para
investigar as propriedades fisico-quimicas e o desempenho antimicrobiano do GO,
cada etapa € minuciosamente descrita. Sao apresentados os materiais empregados,
0s equipamentos utilizados em cada fase experimental, as técnicas de
caracterizacdo adotadas e os protocolos especificos para os testes de atividade
antibiofiime. Essa descricdo abrangente dos procedimentos e métodos &
fundamental para garantir a consisténcia dos resultados e estabelecer uma base

sélida para a interpretacao dos dados obtidos ao longo deste estudo.
4.1 Materiais

Placa de titanio (Grau 2); Peroxido de Benzoila (Dinamica, 75%) (BPO);
Metacrilato de metila (Sigma, 99%) (MMA); Tetraidrofurano (Merk, 99%) (THF);
Grafite (Sigma, 99%); Permanganato de potassio (Neon, 100%) (KMnOa); Acido
sulfarico (Dinamica, 95%) (H,S0,); Agua ultrapura (Milli-Q); Peréxido de hidrogénio
(Vetec, 30%) (H202); Borohidreto de sodio (Neon) (NaBH4); Acido cloridrico
(Dinamica, 36,5%-38%) (HCI);

4.2 Métodos de sintese
Variacao dos parametros para obtencédo do GO

No sentido de aprimorar a metodologia de oxidacdo do grafite, dois
procedimentos foram avaliados. Na primeira abordagem, denominada oxidacao |,
utilizaram-se grafite, permanganato de potassio, acido sulfarico, peroxido de
hidrogénio e acido cloridrico em concentracdes especificadas nos paragrafos
subsequentes (item 3.2.1 e 3.2.2). Na segunda abordagem, chamada oxidacéao II,
com o propoésito de aperfeicoar o processo oxidativo e alcancar um GO com maior
guantidade de grupos funcionais, foi incluida uma etapa adicional com nitrato de

sédio, conforme estabelecido por Mehl et al. (2014) e descrito no item 3.2.3. O



esquema dos trés oxidos de grafeno obtidos, juntamente com os procedimentos de
oxidacao e esfoliacdo correspondentes, esta presente na Figura 4.

Figura 4 — Fluxograma das etapas de oxidacédo e esfoliacdo dos GOs envolvidos no trabalho.
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Fonte: A autora (2024).

4.2.1 Sintese de 6xido de grafeno (GO150w)

O oxido de grafeno foi obtido a partir do grafite natural seguido do método de
Hummers-Offeman modificado (MINITHA et al., 2017). Foram pesados 2,0 g de
grafite e 6,0 g de permanganato de potassio. Em seguida, o grafite foi adicionado em
um baldo de fundo chato de 500 mL, previamente resfriado em banho de gelo sob
agitacdo constante até atingir ~10 °C, seguido pela adicdo de 60 mL de acido
sulfurico concentrado. Posteriormente, 0 permanganato de potassio foi adicionado
lentamente durante 20 minutos. Finalizada a adicdo do KMnQOas, a mistura foi retirada
do banho de gelo e deixada sob agitacdo magnética a temperatura ambiente durante
24 horas. Apos este periodo, foram adicionados lentamente 90 mL de agua durante
10 minutos, sendo observado um aumento de temperatura. Em seguida, foi
adicionado 280 mL de agua e 20 mL de peréxido de hidrogénio, sob agitacao
vigorosa. Apos, foi adicionado 1,0 mL de acido cloridrico (3,0% V/V) para a remocéao
das impurezas. Ao final da sintese foi obtido um precipitado marrom amarelado, que
€ caracteristico do 6xido de grafite. O precipitado foi lavado e centrifugado em uma

velocidade de 5000 rpm por 15 minutos, o sobrenadante foi descartado e uma nova



aliquota de agua ultrapura foi adicionada até atingir o pH entre 5,0 e 6,0, monitorado
com fita de pH. Apds esse processo, o 0xido de grafite foi levado para o ultrassom
de ponteira de com poténcia de 150 W com 72% de amplitude por 60min, onde foi
esfoliado e transformado em 6xido de grafeno. O precipitado final foi liofilizado a -50
°C, com vacuo inferior a 300umHg por 24 horas.

4.2.2 Sintese do 6xido de grafeno (GO7KW)

Foram realizados testes com a sonda ultrassonica de 7000 W, com
amplitude de 72% durante em 60 minutos, utilizando amostras sintetizadas pelo
método de oxidacado |, o mesmo utilizado no GO150W.

4.2.3 Sintese do 6xido de grafeno (GONaNOs3)

Para realizar a oxidacéo do grafite (Sigma, 99%), primeiro um baldo de 500
mL foi resfriado em um banho de gelo. Nele, foram adicionados 46 mL de acido
sulfurico (H2SO4 (98%)), 2,0 g de grafite e 1,0 g de nitrato de sodio (NaNQOs), e a
mistura foi agitada por 15 minutos. Apds, 6,0g de permanganato de potassio foram
adicionados lentamente. A adicdo de permanganato provocou a formacéo de oxido
de manganés (Mn207), que se tornou verde ao entrar em contato com o acido
sulfurico, cor caracteristica da oxidacdo elevada do manganés. Passados 180
minutos, 92 mL de agua deionizada foram cuidadosamente adicionados, seguidos
por 280 mL de agua (~100°C). Para neutralizar o excesso de agente oxidante, foram
adicionados 10 mL de solucéo aquosa de peroxido de hidrogénio (H,0,) (30% V/V -
1), que atua como agente redutor do manganés. O solido resultante foi lavado com
500 mL de acido cloridrico (10% V/V -1) para remover ions de sulfato e, em seguida,
centrifugado e lavado com agua deionizada até que o pH ficasse neutro. Finalmente,
0 material foi seco em uma estufa a 60°C por 24 horas. A esfoliacao foi realizada em
amostras com concentracdo de 1mg/mL de éxido de grafite em agua deionizada,

com sonda de 700 W a 40% de amplitude em 15 minutos.



4.3 Revestimentos PMMA/GO
4.3.1 Limpeza das placas de titdnio

As placas de titanio foram inicialmente acondicionadas em um béquer com
acetona P.A. e colocadas em um banho ultrassénico por 10 minutos, para garantir a
remocao completa de todas as impurezas. Em seguida, as placas foram enxaguadas
com &gua destilada para eliminar quaisquer residuos de acetona. Apds esse
processo, as placas foram imersas em extran 10% e submetidas a um banho
ultrassénico por mais 15 minutos. Posteriormente, foram novamente enxaguadas
com agua destilada em um banho ultrassdnico por 15 minutos adicionais. Por fim, as

placas foram secas com um secador a frio.

4.3.2 Ataque quimico

O atague quimico nas placas de titanio teve como objetivo adquirir uma
superficie mais rugosa para deposicdo dos revestimentos. As placas de Ti,
previamente limpas, foram imersas por 1 minuto em 50mL de soluc&o contendo 7,7
mL de acido nitrico 65% (HNOs) e 1,1 mL de &cido fluoridrico 45% (HF). Apés, as
placas foram retiradas e lavadas com agua destilada em banho ultrassénico por 15

minutos e secas com secador.

Figura 5 — Placas de titnio apds ataque quimico e apos limpeza.
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Fonte: A autora (2024).



4.3.3 Recristalizacdo do Peroxido de benzoila

O peroxido de benzoila (BPO) passou por um processo de purificagdo visando
remover impurezas e garantir uma polimerizagdo mais eficiente. O BPO foi dissolvido
em acetona e filtrado através de papel filtro, sendo posteriormente seco a
temperatura ambiente por um dia. Esse procedimento foi essencial para assegurar
a qualidade e a consisténcia do BPO, contribuindo assim para resultados mais

confiaveis na polimerizacao.
4.3.4 Sintese do PMMA

O MMA foi previamente destilado para remocao de reagentes residuais. A
sintese do PMMA foi realizada com base no método descrito por Carvalho et al.
(2013). Neste processo, o0 monémero MMA foi copolimerizado por meio de uma
reacdo de polimerizacéo radical, utilizando o peroxido de benzoila (BPO) como
iniciador térmico (Figura 6). Inicialmente, foram adicionados 4,8 mL do monémero
MMA ao becker sob agitacao, juntamente com 0,1 g de BPO, apds homogeneizacao,
foi adicionado 4 mL de etanol, a reacao foi mantida sob agitacdo por 3 horas, apos
esse periodo, foi adicionado 1,2 mL de etanol. Foram realizados testes variando as
concentragbes de MMA e BPO da amostra para adquirir um material mais

transparente e resistente. Na Tabela 1 sdo apresentadas as variagoes.

Figura 6 - Rota de sintese do Poli metil metacrilato (PMMA).
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Tabela 1 — Variag&o da concentragédo de MMA e BPO para preparo do PMMA.

Reagente Amostral Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4
MMA 3,2 mL 3,2 mL 2,4 mL 2,4 mL
BPO 0,079 0,15¢g 0,05g 0,119
ETOH 1,8 mL 1,8 mL 2,6 mL 2,6 mL

Fonte: A autora (2024).

4.3.5 Proposta de adicdo do GO ao PMMA

Os revestimentos foram formados pela adi¢cdo do GO previamente diluido em
1,2 mL de etanol, levado a banho ultrassénico com poténcia de 540 W por 15 minutos
e adicionado a solucdo de PMMA sob agitacdo magnética por 1 minuto.

4.3.6 Deposicao dos revestimentos

Os filmes foram depositados utilizando o método de blade-coating,
empregando o equipamento Blade coater BCC-02. Este equipamento oferece a
possibilidade de selecionar a lamina responsavel por controlar a espessura do filme
depositado e garantir a uniformidade da camada. O método consiste na aplicacdo do
revestimento entre o substrato e a lamina, onde é formado um menisco que é
arrastado pela superficie, formando o revestimento (Figura 7). Inicialmente foi
utilizada a lamina, com velocidade de 3mm/s e distancia de 0,15mm entre o substrato
e a lamina de arraste. Foram adicionados 200uL da solu¢do contendo PMMA/GO

em placas de titanio previamente cortadas em tamanho 1,0x1,0 cm.

Figura 7 — Esquema representativo do processo de deposi¢édo dos revestimentos por blade-coating.

Fonte: A autora (2024)



4.4 Métodos de caracterizacdo

4.4.1 Microscopia eletronica de Varredura (MEV)

A andlise de MEV foi utilizada para investigacdo morfoldgica da superficie das
estruturas sintetizadas do 6xido de grafeno e das chapas de titanio. Essa analise foi
realizada no microscopio FEI modelo quanta 200FEG, localizado no Laboratério de
Microscopia e Microanalise (LAMICRO) do CETENE.

4.4.2 Espectroscopia RAMAN

A andlise de RAMAN foi realizada com a finalidade de identificar a composicéo
guimica presente nas amostras a partir do espalhamento inelastico da radiacao
incidente. Essa analise foi realizada no microscopio confocal WITEC Alpha 300
Raman (WITEC, Ulm, Germany) em comprimento de onda de 532 nm, pertencente
ao Laboratorio de Microscopia e Microanalise (LAMICRO) do CETENE. Foi feita a
deconvolucéo dos espectros de cada amostra de GO pelo programa origin na regiao
entre 1133 e 1700 cm™, pela equacao Gaussiana, apés a deconvolucao foi calculada
a razao de intensidade entre as bandas D e G, Io/l, que estima a quantidade de

defeito nas amostras.

4.4.3 Espectroscopia na regidao do infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

Todas as amostras de O0xido de grafeno e PMMA foram analisadas por FTIR
para identificacdo das ligacées quimicas presentes nos materiais. As analises foram
realizadas em um espectrometro Vertex 70 (Bruker Optics, GER) com varredura de

400 cm™ a 4000 cm?, 16 scans e resolugdo de 4 cm™.
4.4.4 Difracao de raios-X (DRX)

Para a analise por DRX foi utilizado equipamento Shimadzu modelo XRD-
7000L com radiacédo CuKa (1,5406 A), utilizando angulo 2 theta, varrendo de 10° a
80°, a uma taxa de 1°/min. Os difratogramas obtidos foram analisados para observar
as fases cristalinas presentes nas amostras no 0xido de grafeno e 6xido de grafeno

reduzido.



4.4.5 Andlise Térmica

As curvas termogravimétricas (TG) foram obtidas em analisador térmico
simultaneo (STA, Simultaneous Thermal Analyzer) STA 449 F3 Jupiter (NETZSCH,
Germany), em atmosfera de Nitrogénio com velocidade de 50 mL/min e taxa de

aquecimentos de 10°C/min.
4.4.6 Propriedades reolégicas

Para a analise reologica do PMMA e do PMMA/GO foi utilizado o rebmetro
Anton Paar MCR 501, utilizando a geometria DG 26, com distancia de 0,001 a
temperatura de 50°C. Foram realizados ensaios de tensédo de cisalhamento e
viscosidade aplicando taxa de cisalhamento em triplicata.

4.4.7 Avaliagdo atividade antibiofiime

Para este teste foi empregado o protocolo de Trentin e colaboradores (2011),
utilizando cristal violeta em placas de microtitulacéo estéreis de poliestireno de fundo
chato. Foram testadas concentracbes de 1,0 mg/mL, 0,5 mg/mL e 0,1 mg/mL de
oxido de grafeno. Aos pocos das microplacas foram adicionados 80 pL da suspenséao
bacteriana, 80 pL das solucbes testes e 40uL de meio BHI caldo. Um controle
substituindo o volume de solucédo de teste por agua foi realizado. Apds incubacéo a
37 °C por 24 h, o conteudo dos pocos foi removido e os mesmos lavados trés vezes
com solucéo salina a fim de remover as células ndo aderidas. As bactérias aderidas
foram termofixadas em estufa a 60 °C por 1 h. A camada de biofilme formado foi
corada com cristal violeta a 0,1% (V/V) por 15 min a temperatura ambiente, em
seguida o corante foi descartado e lavado com agua até que restasse apenas o que
estava impregnado no biofilme. O corante ligado foi solubilizado com etanol 99,5% e
apo6s 30 min a absorbancia foi medida a 570 nm. Para avaliar a formacéo de biofilme
o controle foi considerado como 100%. Valores superiores ou menores a 100%
representam estimulacao ou inibicdo, respectivamente, da formacao de biofilme em

comparacao com o controle.



5. Resultados e discussao

Foram feitas analises detalhadas das caracteristicas fisico-quimicas e do
desempenho antimicrobiano das amostras de 6xido de grafeno. Foram obtidos
resultados a partir de técnicas de caracterizacdo, como espectroscopia Raman,
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), difracdo de
raios-X (DRX), termogravimetria (TGA), microscopia eletronica de varredura (MEV),
potencial zeta. Além disso, sdo discutidos os testes de atividade antibiofilme
realizados com as amostras de GO em diferentes concentracdes, fornecendo uma
visdo abrangente do potencial do GO como agente antimicrobiano. Os resultados
dessas analises servem para entender as propriedades fisicas e quimicas do GO,
bem como sua eficacia em aplicagdes antimicrobianas, fornecendo insights valiosos
para o desenvolvimento futuro de materiais bioativos e revestimentos. Foram feitos
testes iniciais com 6xido de grafeno reduzido para avaliar a atividade antimicrobiana

vista na literatura, os resultados constam no Anexo A.
5.1 Caracterizacao fisico-quimica dos oxidos de grafeno obtidos

A técnica Raman é bastante utilizada para a caracterizacdo de materiais
compostos por carbono, permitindo a obtencédo de informagbes como numero de
camadas, tenséo, dopagem e, no caso de materiais ndo organizados, oferece dados
qualitativos sobre o grau de desordem (BOUSA et al., 2013). Na Figura 8, podemos
observar o espectro Raman dos trés oxidos de grafeno previamente identificados.
Nas amostras de GO é comum a presenca de bandas D e G, as quais indicam a
presenca de defeito no material carbonaceo, estas bandas podem ser identificadas
aproximadamente em 1350 e 1580 cm, respectivamente, as quais S&o
representativas das caracteristicas estruturais e da desordem presentes no 6xido de
grafeno (GO) (SUREKHA et al. 2020 e KHALIL et al. 2019). E possivel observar nos
graficos que a banda D no GO150w apresenta uma intensidade menor que a banda
G, diferente do apresentado nos gréficos referente ao GO7Kw e o GO NaNOs. A
banda D representa desordem em materiais cristalinos, evidenciando a oxidacdo do
grafite precursor, que apresenta apenas a banda G. Portanto, as amostras de
GO7Kw e GO NaNOs apresentam maior defeito cristalino e, consequentemente,

maior oxidag&do. Foram calculadas as relacdes de intensidade entre as bandas D e



G (Io/lc) das trés amostras, obtendo os seguintes valores: 0,82 (<1) na amostra
GO150w; 1,30 (>1) para a amostra GO7K; e 1,17 (>1) para a amostra GONaNOs.,
como detalhados no gréfico (Figura B1l) e tabela (B1) detalhados no Anexo B.
Segundo Toledo et al. (2017), um maior Ip/lc tem como caracteristica uma maior
intensidade da banda D em relagéo a banda G, o que indica que o material possui
um grau de desordem maior. Esse valor também sugere que o tamanho médio dos
dominios sp?, que séo as regides onde os atomos de carbono estdo ligados por
hibridizacao sp? (formando estruturas planas como grafeno ou anéis aromaticos), €

menor em relacdo a amostra que apresenta a relagao Io/lc mais baixa.

Figura 8 — Espectros Raman dos 6xidos de grafeno GO150w, GO7Kw e GONaNO3.
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O FTIR foi utilizado para determinar os grupos funcionais encontrados nas
amostras de oxido de grafeno (Figura 9). Al-Gaashani et al. (2019), relatam que a

banda préxima a 3417 cm® apresenta alongamento O-H do grupo carboxilico



(COOH), enquanto a ligacédo observada em 2327 cm é atribuida a C-H, encontrados
no GO. As elevacBes encontradas aproximadamente em 1730 e 1626 cm
representam carboxila/carbonila (C=0) e grupos aromético (C=C), respectivamente,
esses grupos nao sao encontrados no grafite, principal matéria prima para producao
das amostras, o que significa que a etapa de oxidagcdo adicionou 0S grupos
funcionais epoxi e hidroxilas caracteristicos para o oxido de grafeno (FANIYI et al.,
2019). No GO150W é possivel observar o alongamento O-H em 3407cm?; a C-H
em 2345 cmL. As elevagdes ocorreram em 1611 cm?, representando grupos C=C e
1735 cm* grupos C=0, esses grupos sao caracteristicos do éxido de grafeno. Para
a amostra de GO7K é observado um leve deslocamento da banda O-H para 3412.
as demais bandas sdo encontradas nos mesmos numeros de ondas da primeira
amostra, sendo C-H em 2345 cm?, C=0 em 1712 cm? e C=C em 1611 cm™. J4 na
amostra GONaNO3 € possivel observar leves deslocamentos na maioria das
bandas, onde O-H se apresenta em 3436 cm™* C-H em 2345 cm?; C=0 em 1729 cmr
le C-Hem 1622 cm™.

Figura 9 — Espectros de FTIR dos éxidos de grafeno GO150w, GO7Kw e GONaNOs.
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A andlise de DRX é importante para fornecer evidéncias da oxidacéo e
modificacao cristalina do grafite inicial para o 6xido de grafeno (PEREZ et al., 2019).
Na Figura 10, é possivel observar a presenca de um pico em 10° (20), que se refere
ao plano cristalografico interplanar (001) do 6xido de grafeno com espacamento de
8,4 A, caracteristico para demonstrar que o processo de oxidacdo do grafite
precursor foi efetivo (VELASCO-HERNANDEZ et al., 2020; CORSO et al., 2019). As
trés amostras apresentam essa caracteristica. A amostra GO7Kw apresenta a menor
intensidade do pico em 10° enquanto a amostra GO150w apresenta a maior
intensidade. Foi calculado a quantidade de folhas segundo a lei de Bragg onde o
GO150w apresentou 11 folhas, o GO7kw apresentou também 11 folhas e o
GONaNO3 apresentou 8 folhas, portanto a amostra GONaNO3 tem a menor
guantidade de folhas, que pode significar uma maior area de superficie exposta do

material, 0 que aumenta a capacidade de interagdo com 0S microrganismos.

Figura 10 — Padrdes de difracéo dos 6xidos de grafeno GO150w, GO7Kw e GONaNO3.
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FARIVAR et al., (2021), enfatizam a importancia do TGA como método para
combater o “falso grafeno”, ja que TGA e DTG podem mostrar os eventos de perda

de massa caracteristicos de decomposigdo de agua, grupos funcionais de oxigénio



e pirdlise oxidativa da estrutura do carbono. Segundo Najafi e Rajabi (2015) o éxido
de grafeno apresenta uma estabilidade térmica considerada boa, mas ao atingir a
temperatura de 200°C, é possivel observar uma queda de estabilidade, isso se da
pela perda dos grupos funcionais contendo oxigénio ligados as suas folhas. Na
Figura 11 é possivel notar a queda caracteristica da perda de agua em 100°C, em
torno de 158°C acontece a perda de grupos funcionais menos estaveis, a partir de
178°C é notada a perda de todos os grupos funcionais. A partir de 400°C é notavel
a decomposicdo do material, tendo pequenas variagcdes indicando a presenca de
moléculas instaveis de carbono que formam CO e CO2 (SHARMA et al., 2017).

Figura 11 — Curvas de Termogravimetria (1) e Termogravimetria diferencial (2) dos 6xidos de grafeno
GO150w, GO7Kw e GONaNO3.
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A Microscopia Eletrénica de varredura (MEV) é um método bastante utilizado
para caracterizacdo de estruturas de grafeno e seu 6xido, permitindo ver a superficie
morfologica das folhas (ADETAYO; RUNSEWE, 2019). Nas imagens de MEV do
GO150W (Figura 12 A e B), é possivel observar folhas mais alongadas e rugosas,
passando um aspecto de folhas dobradas e empilhadas. Na imagem do GO7Kw
(Figura 12 C e D) é possivel observar um aspecto mais liso, sendo observadas as
bordas da folha e uma leve rugosidade no interior, parecidas com dobras. As
superficies mais lisas do GO7K favorecem na formacéo de filmes finos essenciais
para revestimentos mais homogéneos, mas essa caracteristica pode reduzir a
interacdo direta das folhas com as células bacterianas, diminuindo a eficécia

antimicrobiana. Os microrganismos patogénicos tém um tamanho médio de 1um. J4



a superficie mais rugosa do GO150w oferece um efeito de barreira e potencializa a

interacdo direta com bactérias, resultando em danos mecéanicos.

Figura 12 — Imagem de MEV em sequéncia: (A e B) GO150w nas magnificagdes 40kx e 80kx,
respectivamente; (C e D) GO7Kw nas magnificagfes 40kx e 60kx, respectivamente; (E e F)
GONaNOs3 nas magnificagdes 40kx e 60kx, respectivamente.
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O tamanho das folhas foi determinado por meio da microscopia eletrdonica de
transmissao (Figura 13), resultando em um tamanho médio de 0,3 um para a amostra
de GO7kW e uma média de 3,9um do GONaNO3 . Brisebois e Siaj (2020), definiram
gue existem trés faixas de tamanho para o GO: grandes (> 20um), médias (2-20 pm)
e pequenas (< 2um). Conforme observado por Ravikumar et al. (2022), o tamanho
das folhas de GO desempenha um papel importante na interacdo com as bactérias,

uma vez que folhas menores demonstram maior eficacia na inducdo da morte



bacteriana por meio do estresse oxidativo, enquanto folhas maiores tendem a ser

mais bacteriostaticas.

Figura 13 — Imagem de MET em sequéncia: (A e B) GO7Kw 18kx e 20kx, respectivamente; (C e D)
GONaNOs 18kx e 20kx, respectivamente

Fonte: A autora (2024)

5.2 Potencial Zeta

A analise dos resultados do -potencial médio para as trés amostras de 6xido
de grafeno revela um padrdo consistente de carga elétrica negativa nas particulas
em suspensdo. Na amostra GO150W, a média do C-potencial foi -0,03+0,0001 mV
enquanto na GO7KW foi -33,87+0,15 mV, e na GONaNOs foi -28,26+£0,10 mV. O
potencial zeta do GO em agua geralmente varia entre -30mV a -60mV, esses valores
negativos indicam repulsdo eletrostatica entre as particulas, contribuindo para a
estabilidade das suspensfes. Os resultados mostram uma tendéncia baixa a



aglomeracdo, com o GO7KW e GONaNOs apresentando valores indicando uma
maior estabilidade em comparacdo com ao GO150W.

5.3 Testes anti-biofilme

5.3.1 Avaliacao atividade antibiofilme do 6xido de grafeno (GO)

As amostras sintetizadas de 6xido de grafeno foram testadas quanto a sua
capacidade de inibir a formacdo de biofilmes bacterianos. As concentracdes
utilizadas de GO foram 1,0 mg/mL, 0,5 mg/mL e 0,1 mg/mL, conforme detalhado na
Figura 13. Na amostra de GO150W é possivel observar inibicdo para Escherichi coli
de 56,7+6,06% na concentracdo de 1,0 mg/mL e 55,3+4,12% na concentracao de
0,5 mg/mL, a concentracédo de 0,1 mg/mL ndo apresentou resultados significativos,
resultado relacionado a sua quantidade de grupos carboxilicos e hidroxilas que
aumentam a reatividade superficial e a capacidade de interacdo com membranas
bacterianas. Porém, durante o desenvolvimento do teste foi observado que a solucéo
de grafeno havia decantado apds 24h, apresentando baixa estabilidade em meio
aquoso, o que poderia induzir a erros de reprodutibilidade e confiabilidade dos
resultados. A amostra de GO 7Kw apresentou resultados ndo satisfatérios, com
pouca ou nenhuma atividade antibiofilme frente as bactérias testadas, tendo como
principal relacdo a menor quantidade de grupos funcionais ativou a uma distribuicéo
menos eficiente desses grupos na superficie e bordas de suas folhas. Na amostra
de GONaNOs3 é possivel observar uma maior inibicdo da formacao do biofilme frente
a bactéria Staphylococcus aureus de 53,1+5,8% na concentracdo de 1,0 mg/mL e
cerca de 58,9+0,9% na concentracdo de 0,5 mg/mL. Na inibicdo de biofilmes
formados pela bactéria E. coli foi possivel observar reducdo de 43,4+14,3% na
concentracdo de 1,0 mg/mL e 44,9+12,1% em 0,5 mg/mL, destacando uma
configuragcdo otimizada dos seus grupos funcionais em sua superficie e bordas,
causando danos oxidativos e rupturas da membrana bacteriana, resultando em uma
inibicdo maior do biofilme. Dessa forma 0 GO NaNO3 apresentou o melhor resultado
microbiolégico, sendo o material escolhido para dar prosseguimento as etapas de

revestimento das superficies de titAnio com PMMA e GO que serdo apresentadas.



Figura 14 — Gréaficos representando as concentragdes de crescimento de biofilme nas amostras de
GO150w, GO7Kw e GONaNO3.
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O teste de avaliacdo de morte bacteriana revelou que o 6xido de GONaNO3
apresenta a capacidade de reduzir a formacdo de biofilme bacteriano, porém nao
resulta na morte direta das bactérias. Em outras palavras, o 6xido de grafeno
demonstrou eficacia em inibir o crescimento do biofilme formado pelas bactérias,
mas ndo foi capaz de eliminar completamente as bactérias presentes no meio.
Embora os grupos funcionais possam gerar espécies reativas de oxigenio que
danificam a matriz do biofilme, a quantidade gerada pode nao ser suficiente parar

causar a morte do microorganismo. Os grupos funcionais podem se ligar a



membrana bacteriana causando estresse oxidativo e impedindo a ades&o, mas sem

penetrar ou causar danos fatais a bactéria.

Figura 15 — Teste de avaliacdo de morte bacteriana do GONaNOs. (1) Teste com a bactéria S.

aureus (2) teste com a bactéria E. coli.

Fonte: A autora (2024)

5.4 Testes fisicos das variacdes do PMMA

Foram realizadas andlises reoldgicas, de infravermelho e de microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) para examinar os revestimentos de PMMA, além da
avaliacdo de diversas concentragcdes de reagente para a sintese do polimero. As
amostras sintetizadas foram avaliadas de forma qualitativa, quanto as suas
caracteristicas de rigidez, flexibilidade, opacidade, transparéncia e adesao (tabela2,
Figura 16). De maneira geral, a amostra 3 apresentou caracteristicas mais
desejaveis para as aplicacbes como alta adeséo, transparéncia e flexibilidade e foi a

sintese escolhida para realizar os revestimentos.



Tabela 2 — Avaliagéo fisica qualitativa das amostras de PMMA.

Caracteristica Amostral Amostra 2 Amostra 3 Amostra4
Rigidez Alta Alta Média Baixa
Flexibilidade Baixa Baixa Média Alta
Opacidade Baixa Baixa Média Alta
Transparéncia Alta Alta Média Baixa
Aderéncia Média Média/Baixa Alta Baixa

Fonte: A autora (2024).

Figura 16 — Avaliacéo fisica qualitativa das amostras de PMMA em placas de Petri e eppendorfs.

Fonte: A autora (2024).

5.5 Andlise de composicdo quimica do PMMA

Foram avaliados dois tipos de compdésitos: PMMA puro e PMMA com 6xido
de grafeno (GO) inserido de duas maneiras distintas. A fim de otimizar a dispersao
do GO no PMMA, na primeira abordagem, o GO foi misturado diretamente ao
metacrilato de metila (MMA) e a sintese foi realizada imediatamente em seguida

(MMA/GO). Na segunda abordagem, o GO foi adicionado ao etanol ap0s a mistura



de MMA com peroéxido de benzoila (BPO) (ETOH/GO), apos 3h de sintese e deixado
sob agitacao por 3 minutos.

No espectro de FTIR do polimero é possivel observar bandas caracteristicas
do metacrilato, como a carbonila (C=0), localizada em 1730 cm™, e em 1630 cm™
atribuida ao grupo C=C. Segundo Namouchi e colaboradores (2009), as vibracdes
presentes em 1140, 1190 cm* e 1240, 1265 cm* correspondem ao estiramento de
C-O da funcéo éster presente na estrutura do PMMA. Também é possivel observar
as absorcées em torno de 1440 e 1480 cm?, que representam as vibracdes
assimétricas de flexao das ligacfes (C-CHz) e (C-CH>).

Figura 17 — Espectro de infravermelho da amostra de PMMA feita pelo método KBR.
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No grafico do ETOH/GO, é observavel a presenca de grupos carboxilicos em
torno de 1720 cm referente a C=0 e 1132 cm™ referente ao estiramento C-O,
identificado no processo de polimerizagdo do PMMA, banda ndo encontrada na
amostra MMA/GO. O MMA/GO apresenta a banda referente a C=0 em 1715 cm™ e
a banda referente a C=C em 1589 cm™. A amostra de MMA/GO né&o apresenta a
bandas referente ao estiramento C-O, caracteristica do PMMA, o que significa que o
oxido de grafeno alterou a estrutura do polimero. Por isso, o material ETOH/GO
apresentou resultados mais favoraveis de polimerizacdo do MMA e insercédo do GO
comparado ao MMA, que demonstrou a perda de bandas significativas para o

material.

Figura 18 — Espectro de infravermelho das amostras PMMA com GO sintetizado diretamente no
MMA e PMMA com GO sintetizado apés o final da sintese, feitas por ATR e convertidas de

absorbancia para transmitancia.
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Fonte: A autora (2024)

A reologia estuda as deformagdes de materiais provocadas pela aplicagcéo de

uma tenséo (IICIKOVA, et al. 2023). A analise reolégica do PMMA em temperaturas



variadas proporciona a compreensao de sua resposta ao fluxo e elasticidade, como
mostrado na Figura 18, a viscosidade do PMMA diminui & medida que a temperatura
aumenta, devido a reducao das forcas intermoleculares que mantém sua estrutura
organizada. A relacdo entre a taxa de cisalhamento e a tensao de cisalhamento
revela diferentes regimes de comportamento, com o0 aumento da temperatura, a
viscosidade do PMMA diminui, o que amplia a faixa na qual ele exibe comportamento
pseudoplastico em temperaturas até 50°C, em temperaturas acima de 60°C ele
adquire um comportamento newtoniano, jA que as cadeias poliméricas ganham
mobilidade e a resisténcia ao fluxo diminui (SATO e CUNHA, 2007). Adicionalmente,
nota-se que o PMMA pode exibir um comportamento n&o newtoniano, a viscosidade
varia com a taxa de deformagcdo ou tensdo de cisalhamento aplicada, cujas
caracteristicas sdo influenciadas por alteracbes na estrutura molecular e por
transicOes de fase. Essa analise foi fundamental para determinar a temperatura em
gue seriam investigadas as diferencas entre o PMMA puro e o PMMA/GO, levando
a escolha da temperatura de 50°C, ja que ela apresenta uma viscosidade mais

constante.

Figura 19 — Reologia do PMMA em funcéo da variacdo da temperatura (20°C a 70°C).
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Foram realizados ensaios de tensédo de cisalhamento e viscosidade aplicando

taxa de cisalhamento, em triplicata. Na Figura 19 é possivel observar uma leve

variacao de viscosidade entre o PMMA e o PMMA/GO. No entanto, a adicdo do GO

ndo influenciou significativamente o comportamento reologico do PMMA. Na Figura

19 é possivel observar um comportamento Newtoniano, exibindo a diminuicdo da

resisténcia do fluido fazendo com que a viscosidade se torne menos dependente da

taxa de cisalhamento.

Figura 20 — Reologia do PMMA em funcao da viscosidade (1) e tenséo de cisalhamento (2).
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Foram realizadas imagens de microscopia eletrénica de varredura da placa
de titdnio apds ataque quimico (Figura 17 A e B) e da placa de titanio revestida com
PMMA/GO (Figura 17 C e D). E perceptivel a presenca de defeitos na superficie da
placa apdés o ataque quimico, os quais foram completamente cobertos pelo

revestimento.

Figura 21 — Imagem de microscopia eletronica de varredura de placa de titdnio com ataque quimico
nas figuras A (30kx) e B (20kx) e placa de titanio revestida com PMMA/GO nas figuras C (30kx)e D
(20kx).

20.0 kx 13.9 ym 14.76 mm ) 14.71 mm

20 keV Si 30 keV.

Fonte — A autora (2024).

Em conclusédo, os resultados obtidos através da caracterizacéo fisico-
quimica dos oxidos de grafeno e dos testes de aplicacdo dos revestimentos de
PMMA destacam o potencial desses materiais para a aplicacdes em dispositivos

médicos.



6. Conclusao

A caracterizacdo das amostras de oxido de grafeno (GO150w, GO7Kw e
GONaNO3) por meio de técnicas analiticas variadas revelou diferencas significativas
em suas estruturas e composi¢cées quimicas. A andlise de espectroscopia Raman
destacou variagfes nas intensidades das bandas D e G, indicando diferentes niveis
de defeitos estruturais e cristalinos. O FTIR corroborou essas observagdes ao
identificar grupos funcionais (carboxilicos, epéxi e hidroxilas), esses presentes na
estrutura do 6xido de grafeno.

A difracdo de raios X (DRX) confirmou a efetividade da oxidag&o do grafite
precursor, apresentando picos caracteristicos do 0xido de grafeno e evidenciando
diferencas na quantidade de folhas obtidas entre as amostras. A analise
termogravimétrica (TGA) apontou variagcbes na estabilidade térmica e na
decomposicdo dos grupos funcionais conforme a temperatura aumentava, com
GO7Kw e GONaNOs apresentando maior perda de massa, refletindo sua maior

oxidacao.

As imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura (MEV) e
transmissao (MET) revelaram diferencas morfolégicas e de tamanho das folhas de
GO. O GO7Kw mostrou superficies mais lisas e menores tamanhos de folha,
enquanto o GO150w exibiu uma superficie mais rugosa. Esse perfil morfolégico
correlaciona-se com os resultados dos testes antimicrobianos, que demonstraram
gue GO150w tem uma eficacia notavel na inibicdo de biofilmes de Staphylococcus

aureus e Escherichia coli, mesmo em concentragdes relativamente baixas.

Esses achados destacam o potencial do 6xido de grafeno como material
promissor para aplicagdes biomédicas, especialmente devido a sua atividade
antibiofilme. A otimizacdo do método de sintese resultou em um material com bom
nivel de oxidacdo e grupos funcionais bem definidos, caracteristicas que
favoreceram uma acao antibiofiime mais eficiente. Embora os revestimentos em
placas metédlicas feitos por blade coating tenham gerado filmes ainda néo
completamente homogéneos — com presenca de aglomerados de GO em algumas

regides da superficie —, esses resultados representam um avanco na utilizacao de



GO em dispositivos biomédicos, com possibilidade de aprimoramentos futuros na

técnica de revestimento para melhorar a uniformidade do filme.

Perspectivas

Como perspectiva, € importante visar a diminuicdo do tamanho das folhas
do GO e promover avaliagbes microbiolégicas do revestimento PMMA/GO nas
placas de titnio, as quais as amostras ja estdo preparadas. Os testes antibiofilme
indicaram que GONaNO3 é mais eficaz contra a formacgéo de biofilmes bacterianos,
sugerindo seu potencial para revestimentos antimicrobianos em dispositivos médicos
e superficies hospitalares. No entanto, melhorias sdo necessarias para aumentar a
capacidade bactericida direta, como a diminui¢cdo do tamanho das folhas do GO e
sua rugosidade. A morfologia das folhas de grafeno influencia sua interacdo com
células bacterianas, assim como seu tamanho. S&0 necessarios testes
microbiolégicos com as placas revestidas com PMMA/GO adquiridas por meio da
deposicao por blade coating. Além disso, € importante a otimizacdo da deposi¢cao
do revestimento nas placas de titanio para a obtencdo de um revestimento mais

homogéneo.
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ANEXO A — OXIDO DE GRAFENO REDUZIDO

A reducdo do 6xido de grafeno foi feita devido a relatos na literatura da
eficiéncia do material frente a testes microbioldgicos. Ao reduzir o 6xido de grafeno,
0s grupos funcionais de oxigénio presentes na sua estrutura sao removidos ou
reduzidos, resultando em um material com propriedades mais semelhantes ao

grafeno puro.
Obtencédo de 6xido de grafeno reduzido (rGO)

Foi pesado 1,0 g do oxido de grafeno, preparado anteriormente, e colocado
em um béquer de 500 mL com 30 mL de agua destilada. Em seguida, foi colocado
em um banho de ultrassom por 1h. A essa disperséo foi adicionado 20 mL de solucéo
de borohidreto de sédio (30%) e foi colocado em uma chapa de agitacdo. Quando a
temperatura de 80 ° C foi atingida, foi mantida a agitacdo durante 1h. Logo depois,
foi lavada sucessivas vezes com agua destilada até neutralizar o pH. Por fim, foi seco

em estufa a 80° C por 8h.

Caracterizacao fisico-quimica do rGO

A técnica Raman é amplamente empregada na caracterizacdo de materiais
carbonaceos, destacando-se pela capacidade de fornecer informacfes cruciais,
como o numero de camadas, tensdo, dopagem e, especialmente, no caso de
materiais desordenados, oferecer dados qualitativos sobre o grau de desordem
(BOUSA et al., 2013). No éxido de grafeno reduzido (rGO), a presenca das bandas
D, G e 2D é comum. No entanto, € notavel que na amostra de rGO, a intensidade da
banda D é geralmente menor em comparacao com o0 observado no precursor de
oxido de grafeno. Isso se deve ao fato de que durante a reducédo do GO para rGO,
ocorre a diminuicdo dos grupos funcionais, resultando consequentemente em menos

defeitos estruturais.



Figura Al — Espectros Raman do éxido de grafeno reduzido
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Fonte: A autora (2024)

Diferente do GO, no FTIR do rGO é possivel observar a diminuicdo dos
grupos funcionais, tratando-se de um indicio que o GO foi esfoliado corretamente e,

portanto, reduzido.

Figura A2 — Espectro de infravermelho do rGO.
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O principal pico de difracdo de raio x do oOxido de grafeno reduzido é
observado em torno de um angulo de difracao 26 de aproximadamente 25°, indicativo
da sobreposicdo das camadas de grafeno. Esse pico reflete o espagamento
interplanar do caracteristico da estrutura cristalina do grafeno. Na figura 18 € possivel

observar esse pico caracteristico, comprovando a identidade da amostra.

Figura A3 — Difragdo de raio x do rGO.
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Nas imagens de MEV do rGO é visto folhas menores que as de GO e mais
proximas umas as outras. Em magnificacbes maiores, € possivel observar
rugosidades nas folhas dos materiais, assim como visto por Kusiak-Nejman et al.
(2020) que enfatiza as varias camadas empilhadas do 6xido de grafeno reduzido. As

imagens de MEV comprovam a oxidacdo do grafeno e sua reducdo (ABASZADE,

2022).



Figura A4— Imagem de MEV em sequéncia: (A) rGO mg: 20kx e (B) rGO mg: 40kx.
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Avaliacao atividade antimicrobiana por disco difusdo do rGO

Para avaliar o potencial antimicrobiano do 6xido de grafeno reduzido (rGO)
foi realizado um de teste de difusdo em meio frente Staphylococcus epidermidis, uma
vez que o rGO nao dispersa em agua e nao pode ser disperso em solventes toxicos.
Para este teste um disco de rGO foi obtido através da prensagem do material. Placas
de Petri contendo meio BHI Agar foram semeadas com uma suspens&o bacteriana
em escala de turbidez de 1 McFarland e o disco de rGO colocado na superficie do
meio. O material foi incubado em estufa a 37°C para permitir o crescimento
bacteriano. Apés 24h foi observado que ndo houve formacédo de halo de inibicdo do
crescimento bacteriano, ou seja, o rGO néo foi eficaz para inibir o crescimento
bacteriano nesta metodologia testada. Dessa forma, como o rGO ndo esta entre os
objetivos do projeto, foi decidido ndo continuar utilizando esse material nos proximos

testes.



Figura A5 — Teste de formacédo de halo de inibicdo do rGO frente a cepa de Staphylococcus

epidermidis.

Fonte: A autora (2023)

De maneira geral, o rGO foi avaliado por meio de um ensaio de difusédo, por
ndo conseguir a dispersdo sem utilizacdo de solventes ndo toxicos, no entanto, nao
demonstrou qualquer zona de inibicdo. Devido a sua falta de dispersdo em meio

aquoso e a auséncia de resultados significativos de inibicdo, optou-se por
interromper o estudo com o rGO.



ANEXO B - Deconvolucao dos espectros RAMAN das amostras de GO

Figura B1 — Deconvolucéo dos espectros Raman dos 6xidos de grafeno GO150w, GO7Kw e

GONaNO3.
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Tabela B1 —Intensidades e relacéo das bandas D e G dos oxidos de grafeno GO150w, GO7Kw e

Amostra

GO150W

GO7K

GONaNOs

Banda

Area (A)

70,11063
72,27924
89,54763
40,36970
92,52146

51,57359

GONaNQO3.

Altura
(Height)

0,67851
0,82726
0,60979
0,46688
0,70149

0,59602

Fonte: A autora (2024)

Io/ls (Altura) Io/lc (Area)

0,8200 0,9699
1,3063 2,2172
1,1769 1,7946
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