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Abstract

Titanium, when kept at ambient atmosphere and room temperature, generates a thin and adherent oxide layer (TiO2)
which promotes corrosion restance. Due to this characteristic, the anodizing of titanium has been studied for
biomedical applications, but despite excellent biocompatibility, titanium prostheses can generate implant-associated
infections. The literature describes the incorporation of silver nanofillers (AgNPs) on the titanium surface, increasing
the material's antimicrobial activity and, consequently, reducing the occurrence of infections. Thus, the objective of
this work was to identify the most suitable process for incorporation of silver nanofillers on the anodized titanium
surface. In this sense, titanium samples were (i) anodized in aqueous citric acid containing silver nitrate (AgNO3), (ii)
anodized in aqueous citric acid and subsequently immersed in an aqueous solution of Psidium guajava extract +
AgNOs; and (iii) anodized in H.SO4 + H20, followed by sealing process conducted in solution containing Psidium
guajava extract + AgNQs. Scanning Electron Microscopy (SEM) and Energy Dispersive Spectroscopy (EDS) analysis
were performed to verify the efficiency of incorporation of the nanofillers by each method. The results showed to be
possible incorporate AgNPs over titanium oxide through the process (i) anodization in citric acid + AgNO3 and (iii)
anodization in H,SO. + H»0, and sealing in solution containing plant extract + AgNOs. Furthermore,
potentiodynamic polarization and cytotoxicity trials were performed on samples from process (iii) and revealed that
the incorporation of AgNP's improves the corrosion resistance and favors the antimicrobial effect of the sample’s
surfaces.

Keywords: Titanium; Anodizing; Silver nanofiller.

Resumo

O titanio quando mantido em temperatura e atmosfera ambiente, produz uma fina e aderente camada de 6xido (TiO>)
tornando resistente a corrosdo. Por essa caracteristica, a anodizagdo do titanio vem sendo estudada para aplicacdes
biomédicas. Apesar de possuirem excelente biocompatibilidade, as proteses de titdnio podem gerar infecgdes
associadas ao implante. Estudos mostram que aliando nanocargas de prata (AgNPs) ao titnio, a atividade
antimicrobiana do material é ampliada, o que reduz a taxa de infec¢cdes. O objetivo do trabalho foi identificar o
processo mais adequado para incorporacdo de nanocargas de prata em titnio anodizado. Para tanto, amostras de
titdnio foram (i) anodizadas em 4&cido citrico contendo nitrato de prata (AgNO3), (ii) anodizadas em &cido citrico e
posteriormente imersas em solugdo de extrato vegetal + AgNOs e (iii) anodizadas em H,SO4 + H,O; e seladas em
solucdo contendo extrato vegetal + AgNQOs. Andlises morfol6gicas por Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV) e
andlises quimicas semiquantitativas por Espectroscopia De Energia Dispersiva (EDS) foram realizadas para verificar a
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eficacia de incorporacao das nanocargas de cada método. Os resultados mostraram que é possivel incorporar AgNPs
ao 6xido de titanio por meio do processo (i) anodizagdo em acido citrico + AgNOs e (iii) anodizagcdo em H,SO4 +
H»0; e selagem em solugdo contendo extrato vegetal + AgNOs. Além disso, testes de polarizagdo potenciodinamica e
de citotoxicidade foram realizados somente nas amostras do processo (iii) e mostraram que a incorporacgéo de prata
melhora o desempenho anticorrosivo do titanio e favorece o efeito antimicrobiano da superficie em bactérias.
Palavras-chave: Titanio; Anodizacdo; Nanocarga de prata.

Resumen

El titanio, cuando se mantiene a temperatura ambiente y atmdsfera, produce una capa de 6xido delgada y adherente
(TiO2) que lo hace resistente a la corrosién. Debido a esta caracteristica, el anodizado del titanio ha sido estudiado
para aplicaciones biomédicas. A pesar de tener una excelente biocompatibilidad, las prétesis de titanio pueden generar
infecciones asociadas a los implantes. Los estudios muestran que al combinar nanorrellenos de plata (AgNP) con
titanio, se amplifica la actividad antimicrobiana del material, lo que reduce la tasa de infecciones. El objetivo de este
trabajo fue identificar el proceso mas adecuado para la incorporacion de nanorrellenos de plata en titanio anodizado.
Para ello, las muestras de titanio fueron (i) anodizadas en &cido citrico que contenia nitrato de plata (AgNOs3), (ii)
anodizadas en &cido citrico y posteriormente sumergidas en una solucion de extracto vegetal + AgNOs vy (iii)
anodizadas en H,SO, + H,0, y selladas en solucién que contiene extracto vegetal + AgNOs. Se realizaron analisis
morfolégicos por Microscopia Electronica de Barrido (SEM) y analisis quimicos semicuantitativos por
Espectroscopia de Dispersion de Energia (EDS) para verificar la eficiencia de incorporacién de los nanorrellenos de
cada método. Los resultados mostraron que es posible incorporar AgNPs al dxido de titanio a través del proceso (i)
anodizacion en acido citrico + AgNQOs y (iii) anodizacién en H,SO4 + H,0; y sellado en solucion que contiene
extracto vegetal + AgNOs. Ademas, las pruebas de polarizacion potenciodinamica y citotoxicidad se realizaron solo
en muestras del proceso (iii) y demostraron que la incorporacion de plata mejora el desempefio anticorrosivo del
titanio y favorece el efecto antimicrobiano de la superficie para las bacterias.

Palabras clave: Titanio; Anodizado; Nanocarga de plata.

1. Introducéo

O titdnio é um metal de transicdo, leve e com grande resisténcia mecénica. Possui ampla utilizacdo comercial, desde
indUstrias aeroespaciais até industrias quimicas (Saurabh et al., 2022). Sua excelente biocompatibilidade, baixa toxicidade e
densidade adequada, sdo propriedades que vém atraindo atencdo para estudos na area médica (Rahman et al., 2016). Quando
mantido em temperatura e atmosfera ambiente, produz uma fina e aderente camada de éxido (TiO2) que o torna altamente
resistente a corrosdo (Saurabh et al., 2022), atributo de extrema importancia para aplicagcdes como implantes e ferramentas
cirdrgicas.

Por essa caracteristica, a anodizacdo do titdnio vem sendo extensivamente estudada para variadas finalidades, como
préteses Gsseas e dentérias (Acosta et al., 2012), em células fotovoltaicas (Gaur et al., 2021), como fotocatalisador heterogéneo
para tratamento de efluentes industriais (Barbosa et al., 2015), entre outras, por ser um processo simples para producdo de
6xidos, com alta repetibilidade e 6timo controle sobre os resultados, variando o potencial, a corrente, o tempo e o eletrdlito
para obter formacdes de filmes diferentes (Indira et al., 2015).

Para uso como biomaterial, apesar de possuirem excelente biocompatibilidade, as préteses de titdnio podem gerar
infeccOes associadas ao implante (Van Hengel et al., 2020). Nesse contexto, diversos trabalhos mostram que aliando
nanocargas de prata ao titanio a atividade antimicrobiana do material é ampliada, o que reduz a taxa de infeccGes, ou seja, as
complicagdes mais graves decorrentes damic cirurgia ortopédica (Hsueh et al., 2020). Além disso, 0 impacto mundial recente
do Sars-Cov-2 impulsionou estudos com o intuito de desenvolver superficies metélicas antimicrobianas. O estudo de Shan et
al., (2021) mostrou que nanocargas de grafeno reduzidas em &cido citrico foram incorporadas no titanio diretamente por
anodizacdo. Ja Flores et al. (2010) apresentaram que é possivel a incorporacdo de nanocargas de prata em superficies de titanio
ndo anodizadas somente pela imersdo da amostra em eletrdlitos contendo prata durante 24 horas a 4°C. Além disso, a
incorporacdo de nanocargas de prata foi observada por meio de selagem em amostras porosas de aluminio (Pornnumpa et al.,
2019). No entanto, a metodologia de incorporacgdo de prata nessas superficies ndo ¢ bem detalhada pelos autores. Além disso,

cabe salientar que até o presente momento, nao foram identificados trabalhos relatando a incorporagdo de nanocargas de prata
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em superficies de titdnio por meio de anodizacao, em superficies de titdnio anodizadas por meio de imersdo em eletrélitos
contendo prata ou por meio de selagem também em eletrélitos contendo prata. Neste sentido, o objetivo do presente trabalho é

identificar o processo mais adequado para a incorporagdo de nanocargas de prata em superficie de titanio anodizado.

2. Metodologia

Preparacéo das amostras

Para a realizacdo deste trabalho, utilizou-se uma chapa de titanio grau 2 comercialmente pura fornecida pela Titanio
Brasil Ltda. A chapa foi cortada em amostras nas dimensdes 2 cm x 4 cm. Antes da anodizacédo, o processo de decapagem foi
realizado utilizando uma solucdo de 60% &cido nitrico (HNO3) + 40% de &cido fluoridrico (HF) por aproximadamente 5

segundos para retirar qualquer éxido gerado espontaneamente, e entdo as amostras foram lavadas em agua deionizada.

Definigdo dos pardmetros de anodizacéo

A anodizagdo foi realizada imediatamente ap6s o0 processo descrito anteriormente, conectando a amostra como anodo
e utilizando dois fios de platina como catodo, um de cada lado da amostra. A fonte de tensdo utilizada atinge 0 maximo de 300
V e 0,5 A de corrente. Para definicdo dos pardmetros de anodizagdo, trés amostras foram anodizadas durante 30 minutos com
eletrolito de 62% de acido citrico (CsHsO7) (Roberge, 1999) aquecido a aproximadamente 50 °C, variando apenas a densidade

de corrente, conforme a Tabela 1.

Tabela 1. Pardmetros de anodizacéo.

Amostra Concentracéo do Eletrélito Densidade de Corrente Tempo
Ti-Puro Titanio puro para referéncia - -

Ti-10 62% de C¢HgO7 por mL 10 mA/cm?2 30 min
Ti-20 62% de CsHsO7 por mL 20 mA/cm? 30 min
Ti-50 62% de CgHgO7 por mL 50 mA/cm? 30 min

Fonte: Autores.

Anodiza¢do com nitrato de prata

Com a defini¢do dos pardmetros de anodizacdo, uma nova amostra foi anodizada por 30 minutos utilizando o
eletrélito de 62% de &cido citrico (CeHsO7) + 0,5 mM de nitrato de prata (AgNO3) (Shan et al., 2021) em aproximadamente 50
°C e com a densidade de corrente definida anteriormente. O percentual de prata foi escolhido em fungdo da aglomeracdo da
prata no eletrélito. Sabe-se que a prata forma clusters quando em solugdo redutora (Mittal et al., 2013). Portanto, a

probabilidade de incorporacédo de prata como nanocarga pode ocorrer para menor aglomeracao de prata no eletrélito.

Incorporacgdo de nanocargas de prata por imerséo
Novas amostras foram anodizadas nas condi¢des definidas no item 3.2, e entdo realizou-se 0 processo de imersdo com
extrato vegetal + nitrato de prata por 24 horas em temperatura de aproximadamente 10 °C (Flores et al., 2010), variando a

concentracdo de AgNOs entre 0,1 M e 0,25 M. As amostras foram nomeadas conforme Tabela 2.
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Tabela 2. Relagéo de amostras.

Amostra Pardmetros
Ti-0,1Ag Titanio anodizado e posterior imersdo em 0,1 M de AgNOs
Ti-0,25Ag Titanio anodizado e posterior imersdo em 0,25 M de AgNO3

Fonte: Autores.

Apo0s a imersdo, as curvas de anodizacdo foram discutidas e as amostras foram analisadas no Microscépio Eletrénico
de Varredura (MEV). Conforme seré apresentado nos resultados e discussées, ndo houve repetibilidade nas anodizaces e nao
houve incorporacgdo de nanocargas de prata por esse método. Por conta disso, os parametros de anodizagdo foram modificados

e 0 processo de incorporagdo foi substituido pelo método de selagem (Pornnumpa, et al., 2019).

Anodizagao de titdnio em 4cido sulfarico + perdxido de hidrogénio

Para garantir a obtencdo de 6xidos com repetibilidade, o eletrélito utilizado durante o processo de anodizacao foi
substituido por 1 M de H,SO4 (&cido sulfarico) + 2 M de H20, (peréxido de hidrogénio) (Asoh et al., 2016), a densidade de
corrente foi de 20 mA/cm? durante 30 minutos em temperatura ambiente. Todas as amostras anodizadas foram realizadas em

eletrdlitos sem uso, ou seja, o eletrolito foi descartado depois de cada anodizagéo.

Incorporagdo de nanocargas de prata por selagem

A incorporacao das nanocargas de prata foi realizada utilizando o processo de selagem (Pornnumpa et al., 2019), que
consiste na imersdo das amostras em uma solucdo de extrato vegetal + 0,25 M de AgNOs, com o auxilio de um agitador
magnético com aquecimento para manter a solugdo homogénea e aquecé-la a 90 °C. Trés amostras foram fixadas no fundo do

Becker e utilizou-se papel aluminio para fecha-lo, evitando que a solucéo evaporasse.

Caracterizacao das amostras

As amostras foram avaliadas ao MEV (Microscdpio Eletronico de Varredura) em vista de topo apds a metalizagdo com
alvo de ouro, para permitir a conducdo elétrica e a obtengdo das imagens. A espessura da camada de ouro ndo deve ser maior
que 20 nm para evitar a possibilidade de acumular carga negativa e mascarar a topografia da superficie (CANEVAROLO,
2003). Diante disso, as amostras anodizadas em acido citrico para definicdo dos pardmetros de anodizacdo, anodizadas em
acido citrico + AgNOs, com prata incorporada pelo processo de imersdo, anodizadas em &acido sulfirico + perdxido de
hidrogénio e com prata incorporada pelo processo de selagem foram analisadas no MEV marca Jeol, modelo JSM-6510LV
Scanning Electron Microscope para caracterizagdo da morfologia dos dxidos gerados e verificacdo da eficiéncia dos processos
de incorporagdo de prata. Além disso, serd analisado por Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS) para identificar os
elementos quimicos que esta emitindo a radiacéo.

Os testes eletroquimicos foram realizados utilizando o equipamento potenciostato da marca AUTOLAB, modelo
PGSTAT 302. Nestas andlises, as amostras de titanio foram utilizadas como eletrodo de trabalho, a platina como contra-
eletrodo e o calomelano saturado como eletrodo de referéncia. As propriedades anticorrosivas das amostras foram testadas em
Fluido Corporal Simulado (do inglés Simulated Body Fluid — SBF) como eletrélito, que foi preparado conforme o protocolo
sugerido por Kokubo, 2006. A Tabela 3 apresenta os reagentes utilizados na preparacdo de um litro de SBF. A solucdo de

acido cloridrico (1 mol.L™?) foi utilizada para o ajuste do valor de pH para 7,41, referente ao do ambiente corpéreo.
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Tabela 3. Reagentes para preparacgéo de 1 litro de solucdo SBF.

Ordem Reagente Formula Quimica  Composicéo Pureza (%)
1 Cloreto de sodio NaCl 8,035¢g 99,5
2 Bicarbonato de sodio NaHCO3 0,355 ¢ 99,5
3 Cloreto de potassio KCI 0,225¢g 99,5
4 Fosfato de potassio dibasico K2HPO43H,0 0,231¢g 99,0
5 Cloreto de magnésio MgClI,6H,0 0,311 ¢ 98,0
6 Acido cloridrico HCI (1,0 M) 39 mL -
7 Cloreto de célcio CaCl; 0,292 ¢ 95,0
8 Sulfato de sodio NaSO4 0,072 g 99,0
9 Tris(hidroximetil)aminometano (OHCH3)3sCNH> 6,118 g 99,0
10 Acido cloridrico HCI (1,0 M) 0-5mL -

Fonte: Autores.

O ensaio eletroquimico de polarizacdo potenciodindmica foi realizado com a finalidade de comparar as propriedades
anticorrosivas das amostras de titdnio decapada, apenas anodizada e anodizada com incorporagdo de nanocargas de prata. Para
isso, foi utilizado a varredura de 1 mV/s iniciando em -200 mV até +400 mV com relagdo ao potencial de circuito aberto em
eletrdlito SBF.

Para avaliar a influéncia das nanocargas de prata na atividade bactericida das amostras, analises de microtitulagéo por
densidade Optica de trés tipos de bactérias foram realizadas: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC
25922 e Staphylococcus aureus ATCC 25923.

3. Resultados e Discussao

Anodizacdo em &cido citrico: Definicdo dos Parametros de anodizagdo: 10, 20 ou 50 mA/cm?

A Figura 1 apresenta as micografias em vista de topo obtidas ao MEV das amostras de titdnio pura e anodizadas em
62% v/v de &cido citrico, por 30 minutos, sem limitacdo de potencial, com densidades de corrente de 10 mA/cm?2 (Ti-10), 20
mA/cm2 (Ti-20) e 50 mA/cm2 (Ti-50).

De acordo com a Figura 1, a amostra Ti-10 apresenta estruturas cristalinas chamadas de “like flowers”, formando
aglomerados (clusters) em varios pontos da amostra. O mesmo comportamento foi observado por Fuhr et al., 2020 durante a
anodizacdo de titanio em licor pirolenhoso. Os autores atribuiram a formacdo de “like flowers” como nucleos de 6xidos
cristalinos obtidos pela evolucdo de oxigénio. Portanto, observa-se que obtengdo das estruturas cristalinas denominadas de
“like flowers” sdo caracteristicas do 6xido de titanio, provavelmente formado em eletrélitos organicos. No entanto, para as
amostras anodizadas com densidade de corrente maior (20 e 50 mA/cm2) ndo foram observadas as “like flowers” em suas
superficies. Observam-se superficies aparentemente homogéneas. De acordo com Xing et al., 2013 as “like flowers” ocorrem
devido ao aumento do tempo e do potencial, o que ndo foi observado para as amostras Ti-20 e Ti-50, uma vez que o tempo de
anodizacdo foi 0 mesmo para ambas. Sabe-se que Oxidos formados com maior densidade de corrente implicam em maior
quantidade de pontos de ataque quimico do 6xido favorecendo a dissolugdo (Young, 1961). Anodiza¢des em aluminio tem sido
feitas para obtencdo de 6xido poroso em modo galvanostatico em fun¢do da dissolucdo provocada (Ono et al., 2004). Portanto,
o aumento de densidade de corrente pode ter ampliado a formagdo e dissolucio do 6xido, sem ter ocorrido a formacao de “like

flowers”.
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Figura 1. Micrografias obtidas ao MEV em vista de topo das amostras Ti-10, Ti-20 e Ti-50.

Ti-Puro

\
_

SEI  20kV WD10mm S§S30 x10,000 1ym SEI  20mV WODa&r $530 x10,000 1pm
LABORATORIO DE MATERIAIS - FEEVALE LABORATORIO DE MATERIAIS - FEEVALE

SEI  20kV WD11imm SS30 x10,000 1pm —— SEI  20xV WD7mm $816 x10,000 1pm —
LABORATORIO DE MATERIAIS - FEEVALE LABORATORIO DE MATERIAIS - FEEVALE

Fonte: Autores.

Dessa forma, como nenhum dos Oxidos gerados apresentou estrutura porosa ordenada, a densidade de corrente
escolhida para realizar o processo com prata foi a Ti-10, pois foi 0 dxido que apresentou a estrutura mais heterogénea, o que

possibilitard maior adesdo das AgNPs.

Anodizagio em Acido Citrico com Nitrato de Prata

A amostra anodizada apresentou aspecto visual semelhante as anodizadas em eletrolito sem adi¢do de AgNOs. No
entanto, observou-se que os catodos de platina apresentaram coloracdo escura, provavelmente devido a migragdo da prata para
o0 catodo. Neste caso, 0 AgNOs dissocia-se em ions Ag* + NOs™ dentro da solucdo eletrolitica. Com a aplicacdo de corrente, 0s
fons Ag* migram para o polo negativo do sistema de anodizagdo, que é a platina. Portanto, é possivel que o processo de
anodizacdo ndo seja o mais indicado para a insercdo de nanocargas de prata. No entanto, as amostras anodizadas nesse

eletrdlito sem e com adicdo de AgNO; foram analisadas quanto a morfologia a0 MEV e quanto analises quimicas

semiquantitativas por meio de EDS e mapeamento quimico. A Figura 2 mostra as imagens do Ti-10 com e sem adicao de prata.
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Figura 2. (A) Ti anodizado em 62% v/v &cido citrico e (B) Analise de EDS com mapeamento quimico bem como o Ti
anodizado em 62% v/v &cido citrico + 0,5 mM AgNO3 (C) e Analise de EDS com mapeamento quimico (D).

25 pm

50 I s
\ Atom %

K N-K oK Ti-K
5000(89) pt1 411 18.62 22.59 53.17
5000(89) pt2  4.55 12.95 23.53 57.35
5000(89)_pt3  3.07 13.83 36.42 45.59
5000(89)_pta  3.33 10.17 14.05 71.05

5000{90)
25 um

5000(88}
N PP

Atom %

K N-K oK TiK Ag-L
5000{88) pt1  0.00 0.00 96.32 1.56
5000(88) pt2  3.44 93.70 1.00
5000(88)_pt3  29.73 9.06 33.26 22,52
5000(88)_pts  3.74 0.00 94,28
5000(88) pts  4.29 93.90

5000(87}

20 pym 1725-:|a5535 “ [:—

Fonte: Autores.

A quantidade de oxigénio tanto pelo EDS como pelo mapeamento quimico indicam a formacdo de 6xido oriundo do
processo de anodizagdo (Figura 2-A e Figura 2-B).

Observa-se nas andlises de EDS da Figura 2-C e Figura 2-D valores de prata. Por tratar-se de uma analise
semiquantitativa, ndo se pode afirmar o valor observado por EDS, mas pode-se afirmar que ocorre a incorporacdo da prata.

Apesar dos valores do % atdmico serem bastante pequenos, ndo se pode ignorar que provavelmente ocorre a inser¢do de prata
7
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por meio do processo de anodizacdo. As analises de mapeamento também identificam a incorporagdo de prata. Shan et al.,
2021 mostrou a insercao de carbono no titanio anodizado, a partir do pé de grafeno adicionado ao eletrélito de acido citrico.
Sabe-se que 0 carbono possui nimero de oxidagao positivo, +2, assim como a prata que também possui nimero de oxidacao
positivo, +3. Portanto, é possivel que parte da prata dissociada migre para o polo negativo e parte da prata seja incorporada ao
oOxido, provavelmente na forma de 6xido de prata durante a anodizacéo.

Por outro lado, visando a obtencdo de prata por processos alternativos, foi utilizado o método de incorporagdo de
AgNPs por imersdo (Flores et al., 2010) ap6s o processo de anodizacdo em 62% de acido citrico utilizando densidade de

corrente de 10 mA/cm2,

Imersdo em Solucdo com Nitrato de Prata
A Figura 3 mostra as imagens obtidas ao MEV das amostras anodizadas em 62% de &cido citrico utilizando densidade

de corrente de 10 mA/cm?2 e posteriormente imersas em solucéo de extrato vegetal + AgNOs.

Figura 3. Micrografias das amostras anodizadas em acido citrico e posteriormente imersas em extrato vegetal + 0,1M de
AgNO; (Ti-0,1Ag) e em extrato vegetal + 0,25M de AgNO3 (Ti-0,25AQ).
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Fonte: Autores.

E possivel visualizar que houve a ocorréncia de “like flowers” nas amostras anodizadas, mesmo apés o processo de
imersdo em extrato com nitrato de prata. No entanto, por meio das micografias obtidas ao MEV néo se pode identificar a
incorporacdo de prata. Dessa forma, as amostras foram submetidas a analises quimicas semiquantitativas por meio de EDS. A

Figura 4 apresenta esses resultados.
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Figura 4. (A) Ti anodizado em 62% v/v acido citrico e imerso em solucao de extrato vegetal + 0,1 M de AgNOs e (B) Analise
de EDS. (C) Ti anodizado em 62% v/v acido citrico e imerso em solucédo de extrato vegetal + 0,25 M de AgNO; e (D) Analise
de EDS.
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Fonte: Autores.

A Figura 4 mostra valores elevados de oxigénio e titnio indicando a formacéo de 6xido. No entanto, ndo se observa a
presenca de prata nas analises de EDS, indicando que provavelmente ndo houve incorporagdo de prata na superficie do titanio
anodizado. Neste caso, supde-se que a incorporagdo das particulas possa ser influenciada por estimulos externos tais como
aplicacdo de potencial e corrente por meio de anodizagéo ou talvez por aumento de temperatura, visto que nesse processo nao

houve nenhum desses estimulos.

Transientes de anodizagdo em &cido citrico com aplicagio de 10 mA/cm?

A partir dos resultados apresentados com uso de &cido citrico, observou-se que a anodizagdo contendo AgNO3; pode
ser uma alternativa para incorporagéo de prata no 6xido. Com isso, visando entender o comportamento de formagéao dos 6xidos
em &cido citrico, foram anodizadas novas amostras e seus respectivos transientes de anodizacdo foram analisados. A Figura 5
apresenta os transientes de anodizacao das amostras de titanio anodizadas em acido citrico, em 55 +2 °C.

Na Figura 5-A, observa-se aumento linear de potencial até aproximadamente 7 V. Depois disso, apds
aproximadamente 1000 segundos, as amostras variam seu comportamento até atingirem potencial aproximado de 20 V. O
aumento de potencial em relacdo ao tempo esta relacionado a espessura do Oxido, portanto o valor baixo de 20 V indica um
crescimento de camada de dxido pequeno. No entanto, durante todo esse periodo, a densidade de corrente manteve-se
constante (Figura 5-B) indicando um processo de dissolucdo durante a formacgdo do 6xido. Sabe-se que o &cido citrico é um
eletrolito organico que tem pouco oxigénio quando comparado a uma solucdo aquosa (Wan et al., 2009), e, portanto, esse

efeito explicaria a densidade de corrente constante observada durante a anodizacéo.
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Figura 5. (A) Curvas de Tensdo x Tempo e (B) Curvas de Densidade de Corrente x Tempo.
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Fonte: Autores.

Apesar de ndo ter havido repetibilidade no processo durante a anodizagdo das amostras de titdnio em &cido citrico
com temperatura, ndo se pode descartar a incorpora¢do da prata no 0xido obtida diretamente no processo de anodizag&o.
Portanto, visando a obtengdo de uma superficie nanoporosa e outro método de obtencdo de nanocargas de prata, serdo
realizadas as andlises de titanio anodizado em &cido sulflrico + peroxido de hidrogénio e posterior selagem em extrato vegetal
+ AgNOs.

Transientes de anodizagdo em &cido sulfarico + peréxido de hidrogénio com aplicagédo de 20 mA/cm?2

A Figura 6-A apresenta o transiente de anodizacdo de Potencial x Tempo enquanto que na Figura 6-B é apresentado o
transiente da Densidade de Corrente x Tempo das amostras anodizadas em &cido sulfdrico + peréxido de hidrogénio por 30
minutos com densidade de corrente de 20 mA/cm2.

Figura 6. (A) Curvas de Tensdo x Tempo e (B) Curvas de Densidade de Corrente x Tempo.
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Fonte: Autores.

Na Figura 6-A, observa-se um pico inicial de aumento de potencial até aproximadamente 25 V durante os primeiros
10
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100 segundos do processo. Depois disso, as amostras estabilizam seu comportamento ao atingirem potencial aproximado de 20
V. O aumento de potencial em relagdo ao tempo esta relacionado a espessura do 6xido, portanto o valor aproximado de 20 a 25
V indica um crescimento de camada de espessura fina. No entanto, durante todo esse periodo, a densidade de corrente
manteve-se constante (Figura 6-B) indicando um processo de dissolugdo durante a formagdo do dxido. O mesmo
comportamento foi observado para o eletrélito contendo &cido citrico. No entanto, as anodiza¢Bes em acido citrico nédo
mostraram repetibilidade como as anodiza¢cdes em H,SO4 + H,0,, 0 que pode estar associado ao eletrdlito organico e a

temperatura durante o processo.

Andlise Morfolégica ao MEV, EDS e mapeamento

A Figura 7 mostra as imagens obtidas ao MEV da amostra anodizada em &cido sulfirico + perdxido de hidrogénio e
da amostra anodizada no mesmo eletrélito e posteriormente selada em solugéo de extrato vegetal + AgNOs.

E possivel visualizar na Figura 7 que houve a ocorréncia de “like flowers” nas amostras anodizadas. Para eletrolitos
organicos, foi constatado que a obtengéo dos “like flowers™ esta relacionada a formagéo de 6xido cristalino devido a evolugao
de oxigénio Fuhr et al., 2020. No entanto, como este eletrdlito ndo é orgénico, a ocorréncia de “like flowers” pode estar
associada a densidade de corrente constante durante o processo de anodizacao aliada a baixa espessura do 6xido. Nesse caso, a
densidade de corrente constante observada durante o processo pode ter gerado pontos de ataque localizados no oOxido

originando trincas devido a baixa espessura, resultando nas “like flowers”.

Figura 7. Micrografias das amostras somente anodizada em H,SO4 + H,0, (Ti-Anod) e anodizada em H,SO4 + H.O, com
posterior selagem em extrato vegetal + AgNO; (Ti-Anod+Ag).

Ti-Anod

Ti-Anod+Ag

Fonte: Autores.

J& para as amostras anodizadas e seladas, se observa também a ocorréncia de “like flowers” e de aglomerados na
superficie da amostra. Além disso, parece que os aglomerados depositaram-se em cima das “like flowers”. Esses aglomerados
podem ser em decorréncia da selagem, por meio da hidratacdo do Oxido, principalmente das “like flowers” ou devido a
incorporacdo de prata na superficie do Oxido. Dessa forma, as amostras foram submetidas a andlises quimicas
semiquantitativas por meio de EDS e mapeamento quimico, Figura 8.

Conforme é possivel observar na Figura 8-A, a amostra somente anodizada apresentou oxigénio na analise de
mapeamento quimico, o que indica a formacéo de 6xido oriundo do processo de anodiza¢do. Da mesma forma, a Figura 8-B da

amostra anodizada e selada com prata, mostra a presenca de oxigénio tanto pelo EDS como pelo mapeamento quimico. Além
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disso, também apresenta valores de prata nas analises de EDS. Por tratar-se de uma analise semiquantitativa, ndo se pode
afirmar que a quantidade de prata depositada seja exatamente o valor indicado na analise de EDS, mas pode-se afirmar que

ocorre a incorporacdo de prata. As analises de mapeamento quimica também corroboram com a incorporagdo da prata no
oxido.

Figura 8. (A) Analise por EDS com mapeamento quimico da amostra de Ti anodizado em 1 M de H2SO4 + 2 M de H20: e (B)
Andlise por EDS com mapeamento quimico e composi¢do da amostra Ti anodizado em 1 M de H,SO4 + 2 M de H,0, com
posterior selagem de extrato vegetal + AgNQOs.
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Fonte: Autores.

Segundo Di et al., 2020 a inser¢do de nanocargas de prata ocorre preferencialmente em superficies rugosas. Além
disso, a concentragdo de AgNOs3 na solugdo, influencia diretamente no tamanho, distribuicdo e quantidade de AgNPs que
foram incorporadas ao 6xido. A Figura 9 apresenta os resultados deste estudo.
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Como pode ser observado na Figura 9, a amostra tratada com solugdo contendo 0,1 M de AgNO; exibe AgNPs
distribuidas de forma mais uniforme na superficie do que quando comparada a amostra tratada com 0,05 M de AgNOs, que
apresenta poucos pontos contendo AgNPs. Ja a amostra tratada com 0,2 M de AgNOs; apresenta aglomeragdes de AgNPs e
formacdo de clusters. Dessa forma, a quantidade de 0,25 de AgNO3 utilizada no processo de selagem deste trabalho resultou na
incorporacdo de prata na forma de aglomerados e teve uma distribuicdo mais uniforme (com ocorréncia de clusters) na
superficie do titanio anodizado, semelhante ao observado por Di et al., 2020.

Figura 9. Imagens de MEV, anélises de EDS e didmetro de nanoparticulas de Ag das amostras ap6s imersdo em diferentes
concentracdes de solugdo: (a, d, g) 0,05 M de AgNOg3; (b, e, h) 0,1 M de AgNOs e (c, f, i) 0,2 M de AgNOs.
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Fonte: Autores.

Polarizacdo Potenciodinamica

Na Figura 10 é apresentado o gréfico de polarizagdo das amostras pura, anodizada em acido sulfdrico + perdxido de
hidrogénio e anodizada nas mesmas condic¢des + selagem em extrato vegetal com AgNO:s.

Observa-se na amostra de titdnio pura as areas catddicas e anodicas a partir do potencial de corrosdo (Figura 10-A).
Na curva anddica visualiza-se um aumento da densidade de corrente a partir do potencial de corroséo, indicando o inicio do
processo corrosivo por meio de uma zona de ativacdo em que ocorre transferéncia de carga (-400 até -300 mV). A partir disso
ocorre aumento do potencial (entre -300 V e 100 V) com picos de aumento de densidade de corrente. Esse aumento de
potencial esta relacionado com a formacgdo de camada passiva por meio de processo de transferéncia de massa seguido da
formacdo de pites, decorrentes de filmes passivos (Wolynec, 2013).
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Figura 10. (A)Gréfico de polarizagdo das amostras pura, anodizada em H,SO4 + H,0; e anodizada e selada em extrato vegetal

+ AgNOs. (B) Grafico com indicacdo da densidade de corrente de corrosdo e (C) grafico com indicacdo do potencial de
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Fonte: Autores.

Alguns autores sugerem que isso ocorre no titanio é devido a oxidagdo dos 6xidos TiO e Ti,O3 ou pelo crescimento do
filme TiO, (Ramires et al., 2002), ou seja, pela dissolucdo passiva e o crescimento da pelicula de 6xido (Dalmau et al., 2013),

conforme ilustrado na Figura 11. Outros autores explicam esta variacdo na densidade de corrente como sendo uma ruptura do

oxido passivo ou do revestimento (Geetha et al., 2009; Barranco et al., 2011).
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Figura 11. Representacgdo do crescimento da pelicula de éxido e da dissolugdo passiva.
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Fonte: Autores.

A deterioragcdo comega com a ruptura do filme passivo e com a exposicdo ao meio biolégico de um ponto na
superficie do metal, onde a tendéncia para o ataque € elevada. O mecanismo de destruicdo pode ser dividido em dois tipos:
quimico e mecanico. O ion cloreto é um dos maiores responsaveis pela destruicdo quimica da passividade, muito abundante em
fluidos corpéreos. Por outro lado, a destruicdo mecénica acontece quando o filme é rompido em decorréncia da tensdo no
implante ou do desgaste abrasivo. Entretanto, competindo com isso, existe 0 processo de repassivacéo. Por conta disso, 0s
materiais metélicos mais requisitados para finalidades biomédicas sdo aqueles que possuem a capacidade de formar um fino
filme passivo que resiste ao processo inicial, e que sdo capazes de se autorregenerar a uma taxa consideravelmente alta. No
caso do titanio, mesmo que a corrosdo localizada tenha ocorrido, a autorregeneragdo impede a exposi¢do do metal para o meio
(Dalmau et al., 2013).

Além disso, conforme Figura 10-C, o processo de anodizacdo desloca o potencial para valores mais positivos (-390
até -150 mV) e desloca a densidade de corrente de corrosdo para valores menores (log -7,5 até log -8,7) em fun¢do do 6xido
existente na superficie do metal (Figura 10-B). Esse comportamento indica que a anodizagdo teve efeito benéfico na resisténcia
a corrosdo do titdnio. Observa-se na Figura 10-C que a amostra anodizada e selada em eletrolito contendo prata apresenta
potenciais mais nobres (mais préximos de zero), bem como a menor densidade de corrente de corrosdo (Figura 10-B)
denotando melhor desempenho desta amostra em relagéo a resisténcia a corrosdo. Este resultado pode ser devido a hidratagdo
do Oxido decorrente da selagem, originando uma superficie mais compacta. Por outro lado, apesar de haver pouca incorporagao
de prata na superficie do 6xido, ndo se pode ignorar o seu efeito sobre o desempenho eletroquimico da amostra anodizada e
selada. Autores verificaram que a presenca de prata aumenta a resisténcia & corrosdo e auxilia a manter a atividade
antibacteriana por longos periodos de imersdo no SBF, o que significa que em situac@es reais a prata diminui a probabilidade
de rejeicdo da prétese (Mazare et al., 2018). De acordo com Akhavan, 2009 o excesso de prata representa um tempo de
saturacdo (o tempo que a quantidade de ions de prata necessita para atingir aproximadamente 80% da quantidade de saturacao
na solucdo). No entanto, apds este tempo de saturacdo, o processo de liberagdo de ions de prata pode ndo ser controlado tendo
uma maior liberacéo e consequentemente diminuindo o seu desempenho eletroquimico e ocasionando uma contaminagdo do
corpo humano com residuos de prata. A concentracdo utilizada neste trabalho demonstrou ndo ser excessiva ao ponto de

diminuir a resisténcia a corrosao e ocasionar essa contaminagdo do corpo humano.

Testes de Citotoxicidade
As Figuras 12, 13 e 14 apresentam os resultados do teste de proliferagdo e citotoxicidade medindo a atividade celular
metabdlica das bactérias Pseudomonas aeruginosa (P. Aeruginosa) ATCC 27853, Escherichia coli (E. Coli) ATCC 25922

e Staphylococcus aureus (S. Aureus) ATCC 25923, respectivamente.
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Figura 12. Resultados do teste de proliferagdo e citotoxicidade da bactéria Pseudomonas aeruginosa (P. Aeruginosa).
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Figura 13. Resultados do teste de proliferagdo e citotoxicidade da bactéria Escherichia coli (E. Coli).

MTT E. Coli
3,5
3
25
2
1,5
1
0,5
0
Amostra Pura Amostra Anodizada Amostra Anodizada com
Selagem de Prata
W MTTE. Coli

Fonte: Autores.

Figura 14. Resultados do teste de proliferacdo e citotoxicidade da bactéria Staphylococcus aureus (S. Aureus).

MTT S. Aureus

Amostra Pura Amostra Anodizada Amostra Anodizada com
Selagem de Prata

W MTT S. Aureus

Fonte: Autores.

E possivel visualizar que para as bactérias P. Aeruginosa e S. Aureus, as amostras anodizadas apresentaram resultados
menos bactericidas do que as amostras puras, mas quando os testes foram realizados nas amostras anodizadas com selagem de

prata a atividade antimicrobiana do material foi ampliada. Por outro lado, para a bactéria E. Coli o processo de anodizagdo ja
16
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foi suficiente para aumentar a caracteristica bactericida da amostra, e essa caracteristica foi ainda maior quando aliada a
insercdo de nanocargas de prata no 6xido do titanio. Os resultados comprovam que realmente ocorre a incorporacgao de prata

nas amostras anodizadas por meio do processo de selagem e corroboram com seu efeito bactericida.

4, Concluséao

Amostras de titdnio foram anodizadas em 10, 20 e 50 mA/cm?2 em eletrdlito de 62% de &cido citrico (C¢HsO7) com
temperatura de aproximadamente 55 °C. A densidade de corrente de 10 mA/cm? foi a que apresentou maior rugosidade por
meio de “like flowers” e portanto foi a escolhida para a anodizagédo em &cido citrico com AgNOs e para a anodizag¢do em &cido
citrico com posterior imersdo em extrato vegetal + AgNOs,

A anodizacdo de titdnio em 62% de acido citrico + 0,5 mM de AgNO3s com densidade de corrente de 10 mA/cm?
resultou no depdsito de prata no catodo e no éxido de titanio, o que foi comprovado por meio de EDS.

A anodizacéo de titdnio em 62% de &cido citrico com densidade de corrente de 10 mA/cm? seguida por imersdo em
extrato vegetal + AgNO; ndo apresentou resultados satisfatdrios de incorporacdo das nanocargas de prata nas analises
realizadas por meio de EDS.

Visando entender o comportamento de formag&o dos 6xidos de titanio, novas amostras foram anodizadas em 62% em
acido citrico, com densidade de corrente de 10 mA/cm? e seus transientes de anodizagdo foram analisados, mostrando que nao
houve repetibilidade no processo.

Diante disso, novas amostras de titanio foram anodizadas em 1 M de H,SO4 (&cido sulfirico) + 2 M de H;0,
(perdxido de hidrogénio), visando a obtencdo de superficie porosa. As analises dos transientes de anodizagdo mostraram que 0
processo apresentou repetibilidade. Dessa forma, as amostras anodizadas foram seladas em extrato vegetal + AgNOs com
agitacdo em aproximadamente 95 °C, o que resultou em incorporacdo das nanocargas de prata no 6xido de titanio, verificado
por meio de EDS.

Portanto, de acordo com os estudos mostrados neste trabalho, observa-se que as alternativas viaveis para inser¢ao de
nanocargas de prata sdo por meio de anodizagdo em acido citrico + AgNO3 e por anodiza¢do em 1 M de H;SO4+ 2 M de H,0;
com posterior selagem em extrato vegetal + AgNOs.

Somado a esses resultados, foi avaliada a resisténcia a corroséo e efeito bactericida somente da amostra de titanio
anodizada em 1 M de H,SO4 + 2 M de H,0; e selada em extrato vegetal contendo prata. As conclusBes destas analises estéo
descritas a seguir.

Os resultados obtidos por meio de Polarizacdo Potenciodindmica mostraram que a amostra de titdnio anodizada em
eletrolito de 1 M de H2SO4+ 2 M de H,0; desloca o potencial de corrosdo para valores mais positivos e desloca a densidade de
corrente de corrosdo para valores menores quando comparada a amostra de titdnio pura. Esse comportamento indica que a
anodizacdo teve efeito benéfico na resisténcia a corrosdo do titanio. A amostra anodizada em mesmo eletrélito e selada em
extrato vegetal contendo AgNOs apresenta potenciais mais nobres (mais proximos de zero), bem como a menor densidade de
corrente de corrosdo, denotando melhor desempenho desta amostra em relacdo a resisténcia a corrosdo das amostras apenas
anodizada e pura.

As anélises do teste de proliferacdo e citotoxicidade para as bactérias Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli e Staphylococcus aureus mostraram que a incorporacao de prata por selagem nas amostras anodizadas em H,SO4 + H20-
favoreceu o efeito antimicrobiana da superficie.

Como sugestdo para trabalhos futuros indica-se estudar o efeito de incorporacdo das nanocargas de prata por meio do
processo de anodizagdo em &cido citrico contendo nitrato de prata bem como a testagem de amostras (i) anodizadas em acido

citrico contendo nitrato de prata (AgNOs) e (ii) anodizadas em &cido citrico e posteriormente imersas em solugdo de extrato
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vegetal + AgNOs, quanto ao desempenho anticorrosivo e antimicrobiana.
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