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Resumo

Nanotecnologia, ciéncia do minusculo, gera produtos capazes de manipular atomos e moléculas com aplica¢do no
processo de esterilizacdo de instrumentais odontoldgicos. Objetivo: Avaliar a agdo autolimpante e esterilizante do
processode fotocatalise heterogénea desencadeado pelaagao daluz UV ebrancasobre o recobrimento deinstrumentos
odontoldgicos com nanoparticulas de TiO, e Ag. Material e método: Foram realizados testes bacteriolégicos em
espatulas odontoldgicas revestidas com nanoparticulas de TiO, e Ag (uma ou trés camadas) e contaminadas com
10 mcrl dos microrganismos Enterococcus faecalis e Pseudomonas aeruginosa. Ap6s contaminagdo, as espatulas
foram expostas a luz UV e branca por 120 minutos, transferidas para tubos contendo meio BHI e incubadas a
35-37 °C. Foram feitas leituras em intervalos de 24, 48, 72 e 96 horas para verificacdo do crescimento das bactérias e
testes de controle e recuperagio. Resultado: A Pseudomonas aeruginosa foi inativada apos exposicao de 120 minutos
a luz UV, indicando a ocorréncia do processo de fotocatélise heterogénea no recobrimento de nanoparticulas de
TiO, e Ag das espatulas. A Pseudomonas aeruginosa nao foi inativada pela exposi¢do a luz branca e o Enterococcus
faecalis ndo foi inativado pela exposi¢do a luz UV e & branca nas espatulas de cimento odontoldgico recobertas
com nanoparticulas de TiO, e Ag, nas leituras de até 96 horas, ocorrendo o crescimento bacteriano. Conclusao:
Nio houve influéncia do revestimento das espatulas com uma ou trés camadas de nanoparticulas de TiO, e Ag
nos resultados. A fotocatalise heterogénea da Pseudomonas aeruginosa foi confirmada pela exposi¢do a luz UV da
espatula com revestimento de TiO, e Ag, mas ndo pela luz branca. A fotocatalise heterogénea do Enterococcus fecalis
ndo foi confirmada tanto pela exposi¢do do TiO, e Ag aluz UV como a branca.

Palavras-chave: Nanoparticulas de diéxido de titanio e prata; fotocatalise heterogénea; esteriliza¢ao de
instrumentais odontolégicos; testes bacterioldgicos; luz ultravioleta e branca.

Abstract

Nanotechnology, the science of minuscule, has developed products which are able to manipulate atoms and
molecules that could be applied in the sterilization process of dental instruments. Objetives: The objective of the
present study was to evaluate the self-cleaning action of TiO, and Ag nanoparticles coating on dental instruments
by the photocataliys process under UV and visible light irradiation. Material and method: Microbiologic tests were
done using dental cement spatulas coated with TiO, and Ag nanoparticles (one or three layers), and contaminated
with 10 mcrl of Pseudomonas aeruginosa and Enterococcus faecalis, respectively. After contamination, they were
exposed to ultraviolet light and visible light for 120 minutes. Next, they were transferred to and stored in test tubes
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with BHI (Brain Heart Infusion) and incubated in 35 to 37 °C. Checking times for bacterial growth and for control
and retrieval tests were done at: 24, 48, 72 and 96 hours. Result: The Pseudomonas aeruginosa was inactive after
120 minutes of ultraviolet light irradiation, thus confirming the heterogeneous photocatalytic activity of TiO, and
Ag. The Pseudomonas aeruginosa was not inactivated under visible light irradiation and the Enterococcus faecalis

was not inactivated under UV and visible light irradiation of the dental cement spatulas coated with TiO, and Ag
nanoparticles in the readings to 96 hours, showing bacterial growth. Conclusion: There were no influence of one
or three layers of TiO, and Ag nanoparticles coating of the spatulas in the results. The heterogeneous photocatalysis
activity of TiO, and Ag under UV light irradiation was confirmed for Pseudomonas aeruginosa but not under visible
light. Enterococcus faecalis did not confirmed the photocatalytics activity of TiO, and Ag under UV light irradiation

and visible lights irradiation.

Keywords: Silver and titanium dioxide nanoparticles; heterogen fotocatalises; dental instruments

sterilization; bacterial tests; visible and ultraviolet light.

INTRODUCAO

A grande prevaléncia de doencas infecciosas motiva a
classe odontolégica a buscar mais informacdes na tentativa
de minimizar as chances de contamina¢do entre pacientes e
profissionais envolvidos nos atendimentos. A preven¢ido da
disseminacdo de microrganismos tem se mostrado eficaz;
entretanto, o cirurgiao-dentista e toda a equipe estio vulneraveis
a muitas doengas infecciosas por trabalharem em contato com
secregdes € mucosas.

A esterilizacdo em Ortodontia, como em Odontologia, tem
recebido especial atengdo nos ultimos anos e merece bastante
destaque a busca por novos métodos de esterilizagdo. Richard'
verificou que os ortodontistas tém a segunda incidéncia de
hepatite infecciosa entre os profissionais da Odontologia e
que a saliva é tio contaminante quanto o sangue, sendo os
aerossois dentais e o instrumental odontoldgico os principais
transmissores de microrganismos, que podem sobreviver durante
varias semanas, representando um importante risco de infecgdo
cruzada nos procedimentos de rotina.

O Ministério da Satde? recomenda, para a esterilizacdo de
instrumentos clinicos, o uso da autoclave por gravidade a 121 °C
(1 atm de pressdo) por 20 minutos e da autoclave por autovacuo
a 132 °C por 4 minutos. Para a estufa de esterilizagao, 160 °C por
2 horas ou 170 °C por 1 hora.

Entre os meios de esterilizagdo existentes no mercado, sem
davida nenhuma a autoclave e a estufa sdo os que oferecem
maiores vantagens dentro do consultdrio ortodontico em relagao
a tempo de esteriliza¢do e baixo custo. Porém, esses métodos
causam corrosao e danos ao instrumental metalico de corte,
limitando sua real efetividade®*. Embora a autoclave quimica
seja recomendada na literatura, tém sido relatados problemas,
como custo e dificuldade de instalagio, bem como na aquisi¢do
dos produtos quimicos a serem utilizados e quanto ao seu vapor
resultante, toxico, que deve ser ventilado para fora do ambiente,
havendo assim a necessidade de uma instalacdo complexa para
operar esse aparelho’.

O advento de novos materiais que utilizam método de
recobrimento com nanoparticulas de 6xido de titanio (TiO,)
para aplicagdo em processo de esterilizagdo de materiais tais
como 4gua, vidro e cerdmica tem se mostrado promissor.

Nesta nova forma autolimpante, o instrumental é revestido por

filme nanométrico de diéxido de titanio (TiO,), que agrega
propriedades bactericidas a sua superficie. Essas propriedades
sdo ativadas na presenca da luz ultravioleta (UV), cuja radiagédo
interage com o didxido de titanio, que degrada a matéria organica

por um processo denominado de fotocatalise heterogénea.

Segundo Pruden, Ollis®, o principio da fotocatalise
heterogénea envolve a ativagdo de um semicondutor (geralmente
TiO,) por luz solar ou artificial. Um semicondutor ¢ caracterizado
por bandas de valéncia (BV) e bandas de condugdo (BC), sendo
a regido entre estas chamada de bandgap. A absorgao de fotons
com energia superior a energia do bandgap resulta na promogao
de um elétron de banda de valéncia para banda de condugio,
com geracdo concomitante de uma lacuna (h*) na banda de
valéncia. Essas lacunas mostram potenciais bastante positivos,
na faixa de +2,0 a +3,5 V medidos contra um eletrodo de
calomelano saturado, dependendo do semicondutor e do pH.
Esse potencial ¢ suficientemente positivo para gerar radicais
hidroxilas (OH) a partir de moléculas de agua absorvidas na
superficie do semicondutor e, subsequentemente, oxidar o
contaminante organico. A eficiéncia da fotocatdlise depende
da competicdo entre o processo em que o elétron é retirado
da superficie do semicondutor e o processo de recombinagio
do par elétron/lacuna, que resultam na liberacdo de calor.
Wong et al” demonstraram que o mecanismo de degradagao
nio se da exclusivamente por meio do radical hidroxila, mas
também por meio de outros radicais derivados do oxigénio, tais
como O, e H,O, formados pela captura de elétrons fotogerados.
Um dos aspectos interessantes da fotocatalise heterogénea
é a possibilidade de utilizagdo de luz solar para ativagio do
semicondutor. A degrada¢do de contaminantes orgéanicos (fenol,
hidrocarbonetos clorados, clorofendis, inseticidas, corantes e
outros) na presen¢a de TiO, iluminado com luz solar ¢ limitada
pela absorcido desse semicondutor de radiagdes de até 385 nm
(que corresponde a aproximadamente 3% do espectro solar
no nivel do mar) devido ao seu bandgap de 3,2 eV. Novos
fotocatalizadores que apresentem maior absor¢do na regiao da
luz visivel sdo necessarios para o desenvolvimento da fotocatélise
utilizando luz solar e aumentando sua eficiéncia.

O objetivo deste trabalho foi o de avaliar a agdo autolimpante
e esterilizante pelo processo de fotocatdlise heterogénea
desencadeado pela agdo daluz UV e branca sobre o recobrimento
de instrumentos odontolégicos com nanoparticulas de TiO, e Ag,



Rev Odontol UNESP. 2011; 40(1): 1-5

MATERIAL E METODO

Para o desenvolvimento do trabalho, foram utilizadas
espatulas de cimentagdo odontoldgicas n° 24, as quais receberam
o revestimento de nanoparticulas de diéxido de titanio (TiO,)
e 5% de prata (Ag) por imersdo em recipiente contendo um
polimero liquido a base de dgua e ions de titanio a temperatura
ambiente, levadas a um forno com temperatura entre 300 e 400 °C.
O tratamento térmico foi realizado de forma que os ions de
titdnio se transformassem em dioxido de titdnio. Entre quatro e
seis horas, formou-se um filme nanoestruturado na superficie das
espatulas, incorporando uma pelicula de recobrimento. O coating
foi realizado pela firma NANOX Tecnologia S/A, do Centro
Multidisciplinar para Desenvolvimento de Materiais Ceramicos
(CMDMC), um dos dez Centros de Pesquisa de Inovagio e
Difusido (CEPID) da FAPESP.

As espatulas utilizadas para o ensaio foram as de cimentagao
n° 24, marca Mocar, de ago inox 420, com baixo teor de carbono
para ndo enferrujar. Essas espatulas receberam dois tipos de
tratamento: Nanox A, com uma camada, e Nanox B, com trés
camadas. Apds o processo de recobrimento, as espatulas foram
lavadas, enxaguadas, secas com papel absorvente e empacotadas,
cinco a cinco, em embalagem plastica para serem esterilizadas em
autoclave da Dabi-Atlante, modelo Speedclave M7, a 120 °C por
20 minutos.

A coleta dos
de contaminagdo das espdtulas durante a realizagdo dos

microrganismos para o procedimento
experimentos seguiu as seguintes regras: uso de luvas descartaveis
pelo instrumentador a fim de manter a cadeia asséptica durante
a realizacdo dos ensaios e o instrumental livre de qualquer
tipo de contamina¢do antes do procedimento. Para que a drea
de trabalho (caixa de madeira, com 0,50 x 0,32 x 0,31 mm,
revestida de papel aluminio) estivesse asséptica, a luz ultravioleta
foi ligada internamente por 30 minutos. A padronizagio do
in6culo utilizado foi uma cultura em BHI com turvagdo padrédo
de 10° ufc.mL! (unidade formadora de colonia) da amostra
bacteriana. A contaminagdo foi realizada com os seguintes
indicadores biolégicos:

o Enterococcus faecalis ATCC 29212.
o Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Cada grupo ensaiado teve cinco amostras contaminadas pelas
bactérias indicadas, acima mencionadas. Uma face das espatulas
foi contaminada com al¢a calibrada descartavel de 10 mcrl, que
carrega uma suspensio de bactérias na escala de MacFarland 0,5
que corresponde a 15.000 ufc.mL™.

Um conjunto de cinco espatulas foi exposto a luz UV e outro
conjunto de cinco espétulas foi exposto a luz branca, ambos
por 120 minutos, tempo este definido como base para ativacdo
da agdo antimicrobiana das nanoparticulas de TiO, e Ag apds
ensaios prévios. A luz UV foi emitida por uma lampada Starlux
15w-F 15T18, base G 13, tubo T8, comprimento de onda de
365nm, com vida util de 4.000 horas, posicionada a uma distancia
de 10 cm da superficie das espédtulas que foram dispostas lado a
lado dentro da caixa. A luz branca foi emitida por lampada Osram
15w/765 daylight recicable Germany CE, comprimento de onda
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de 438 nm, em meio ambiente, posicionada a uma distancia de
10 cm da superficie das espétulas a fim de que ambos os grupos
recebessem a incidéncia de luz perpendicularmente. A luz UV e
a luz branca deveriam ativar as nanoparticulas revestidas com o
diéxido de titanio (TiO,, que é o semicondutor), que reveste as
espatulas, e que deveriam conferir a propriedade antimicrobiana
ao produto.

As espatulas, apds a a¢do da luz, foram removidas da
caixa e inseridas individualmente no meio de cultura em tubo
(20 x 200 mm) contendo Brain Heart Infusion (BHI-DIFCO).

Os tubos de cultura foram levados a incuba¢do em estufa
bacteriolégica FAVEM Ltda, modelo retilinea, a 35-37 °C. Foram
realizadas leituras didrias até 96 horas para verificar a possivel
ocorréncia de crescimento das bactérias que causariam turva¢io
do meio de cultura. A leitura final teve como referencial a
presenca ou nao de turvagio.

Para cada microrganismo ensaiado, foram realizados dois
controles positivos para comprovar a viabilidade da cepa e
um controle negativo para comprovar a esterilidade inicial da
espatula. Assim, um dos controles positivos foi realizado com
espatula revestida com nanoparticulas, esterilizada e submetida
a contaminagdo microbiana, mas nio a ativagdo da luz UV ou
branca; o outro controle positivo foi feito da mesma maneira que o
primeiro, com exce¢io de que as espatulas ndo estavam revestidas
com nanoparticulas. O controle negativo foi realizado utilizando
uma espatula revestida com nanoparticulas, esterilizada, mas que
ndo tinha sido contaminada com nenhum indicador bioldgico e

nem sido submetida a luz UV.

A andlise microbioldgica foi realizada no Laboratério
de Microbiologia do Departamento de Analises Clinicas da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus de Araraquara
- UNESP e sob a orientagiao do Centro Multidisciplinar para o
Desenvolvimento de Materiais CerAmicos (CMDMC) - Instituto
de Quimica do Campus de Araraquara (LIEC), Universidade de
Sao Carlos e Faculdade de Odontologia Campus de Araraquara
- UNESP.

RESULTADO

Todos os testes realizados com microrganismos Enterococcus
faecalis foram positivos para crescimento das bactérias, indepen-
dentemente do tipo de recobrimento e exposi¢io a luz branca ou
a UV (Tabela 1).

Nos testes realizados com o microrganismo Pseudomonas
aeruginosa com exposi¢do a luz branca, verificou-se crescimento
positivo, e negativo para a exposi¢do aluz UV, independentemente
do recobrimento, uma ou trés camadas, que ndo interferiram nos
resultados (Tabela 2).

DISCUSSAO

Foicomprovadaaacioautolimpante eesterilizante de espatulas
contaminadas com o microrganismo (bactéria) Pseudomonas
aeruginosa pelo processo de fotocatalise heterogénea desenca-
deado pela ag¢do da luz UV e branca sobre o recobrimento deste
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Tabela 1. Fotocatalise heterogénea da Enterococcus faecalis em instrumentais odontoldgicos revestidos com nanoparticulas de dioxido de titanio

e prata (coating) com 120 minutos de exposi¢ao a luz branca e a luz UV

.~ s 1 Camada recobrimento
Exposi¢ao a luz

3 Camadas recobrimento

Nanox A Nanox B
Leitura do teste 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
Luz branca Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
Luz UV Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo

Tabela 2. Fotocatalise heterogénea da Pseudomonas aeruginosa em instrumentais odontoldgicos revestidos com nanoparticulas de diéxido de
titanio e prata (coating) com 120 minutos de exposi¢do a luz branca e a luz UV

ST 1 Camada recobrimento
Exposicao a luz

3 Camadas recobrimento

Nanox A Nanox B
Leitura do teste 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
Luz branca Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
Luz UV Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

instrumento odontolégico com nanoparticulas de TiO, e Ag. A
acdo antimicrobiana das nanoparticulas pode ser verificada, pois
néo houve crescimento da bactéria Pseudomonas aeruginosa apos
24 horas de incubag¢io no meio de cultura. Por outro lado, ndo se
verificou esta agdo autolimpante e esterilizante no microrganismo
Enterococcus faecalis, uma vez que ocorreu turvagio do meio de
cultura, comprovando a ocorréncia do crescimento microbiano

apos 24 horas de incubagido a uma temperatura de 35-37 °C.

Foi reportada por Fernandez, Pizarro'® a grande sensibilidade
de Pseudomonas aeruginosa a exposicaio a luz UV-A
(365 nm, 120 kj.mh™'), que se mostrou eficaz na eliminagio
desse microrganismo. O mesmo nio foi observado para a
Escherichia coli, que néo foi afetada em sua viabilidade. Assim
sendo, a agdo microbicida do processo fotocatalitico com TiO,
revelou que os virus sdo mais sensiveis ao processo, seguidos
pelas células bacterianas, e estas pelos esporos bacterianos. Este
resultado sugeriu que diferentes microrganismos respondem
de maneiras diferentes ao fotocatalizador TiO, devido as suas
diferencas estruturais, particularmente no que diz respeito

N

a complexidade e a espessura do seu envelope celular. Desta
forma, este achado de Fernandez, Pizarro' é concordante com
os resultados deste trabalho, pois a Pseudomonas aeruginosa
ndo apresentou crescimento enquanto ocorreu crescimento do

microrganismo Enterococcus faecalis.

Conforme informaram Toledo, Castro’ e Tosa, Hirata,
as bactérias exibem vdrios sistemas enzimdticos para reparar
o DNA que contenham dimeros pirimidicos. Um sistema de
fotorreativagdo é formado por uma enzima capaz de clivar os
dimeros pirimidicos. Esta enzima é ativada pela luz visivel, de
modo que as células “mortas” ou inativadas pela luz ultravioleta
podem ser reativadas pela exposi¢do a luz intensa de onda em
torno de 400 nm. Isso explica o ocorrido no presente trabalho,
quando o conjunto com cinco espatulas foi exposto a luz branca
(a0 meio ambiente) emitida por lampada Osram 15w/765,

daylight recicable Germany CE, por 120 minutos. Esta lampada
tem comprimento de onda que vai de 400 a 800 nm, que pode
promover uma reativagao das células “mortas”

No presente trabalho, as espatulas receberam revestimento de
nanoparticulas de diéxido de titdnio e 5% de prata por imerséo.
Conforme informaram Hu et al."? e Falaras et al.", ocorre uma
melhora da eficiéncia da fotocatdlise com o emprego de prata,
pois esta aumenta o nivel de oxidagdo das células. Encontrou-se
subsidio no trabalho de Huang et al.?, que explicaram que a agdo
oxidativa exercida pelo processo UV - TiO, promove danos na
parede celular e na membrana citoplasmatica, aumentando a
permeabilidade celular e permitindo o fluxo livre do contetdo
intracelular, que conduz finalmente & morte celular.

A utilizagdo de uma ou trés camadas de recobrimento
(coating) com as nanoparticulas de TiO, e Ag ndo interferiu nos
resultados, indicando que a fotocatdlise heterogénea ativada
pela luz UV nio foi influenciada pela espessura da camada de
nanoparticulas. Entretanto, de acordo com Simdes et al.'*, essa
pelicula ndo é estavel em ago inox, pois sofre uma abrasao de 30%
no seu coating.

CONCLUSAO

o A Pseudomonas aeruginosa foi inativada pela exposi¢do a luz
UV das espatulas de cimento odontolégica recobertas com
nanoparticulas de TiO, e Ag, indicando a ocorréncia do processo
de fotocatalise heterogénea.

o A Pseudomonas aeruginosa nao foi inativada pela exposigdo a
luz branca das espatulas de cimento odontoldgica recobertas
com nanoparticulas de TiO, e Ag.

o O Enterococcus faecalis nao foi inativado pela exposi¢ao a luz
UV e abranca das espatulas de cimento odontolégico recobertas
com nanoparticulas de TiO, e Ag.

o A utilizagdo de uma ou trés camadas de recobrimento com
nanoparticulas de TiO, e Ag ndo interferiu no processo de
fotocatalise heterogénea.
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