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Resumo 

Introdução: A formação de biofilmes é a capacidade que algumas bactérias têm 

para sobreviver em condições hostis. Esses biofilmes geram um ambiente que 

aumenta a resistência antimicrobiana. Staphylococcus aureus, Pseudomonas 

aeruginosa e Klebsiella oxytoca são exemplos de bactérias capazes de produzir 

biofilmes. As Nanopartículas estão surgindo como novas soluções antimicrobianas 

devido às suas propriedades sobre bactérias e biofilmes. Objetivo: Estudar o efeito 

das nanopartículas, Óxido de Zinco e Sulfeto de Zinco, sobre o crescimento 

bacteriano, Gram positiva S. aureus e Gram negativas P. aeruginosa e K. oxytoca, e 

formação de biofilmes. Métodos: Suspensões bacterianas em meio de cultivo 

líquido Müller-Hinton, contendo 102-108 UFC.mL-1, foram tratadas com diferentes 

concentrações das NPs-Zn durante 24 horas a 37°C e, posteriormente, avaliadas 

quanto à viabilidade celular com XTT/Menadiona. O efeito bactericida foi analisado 

após cultivo de 24h a 37°C em placas contendo ágar Müller-Hinton e a concentração 

inibitória mínima obtida através dos dados analisados. A confirmação da atividade 

inibitória das nanopartículas de zinco sobre a formação de biofilmes foi realizada 

com auxílio da microscopia eletrônica de varredura e microscopia confocal de 

varredura à laser após determinação da concentração inibitória mínima para cada 

linhagem bacteriana estudada. Resultados: Aplicação das nanopartículas de óxido 

de zinco e, principalmente as de sulfeto de zinco, apresentaram efeitos inibidores da 

formação de biofilmes bacterianos, Gram positivas e negativas, a partir de inóculos 

contendo 105 e 103 UFC.mL-1 respectivamente. As concentrações inibitórias e 

bactericidas das nanopartículas foram respectivamente, 1,0 mg.mL-1 para 

Staphylococcus aureus  e de 4,0 mg.mL-1 para Pseudomonas aeruginosa e 

Klebsiella oxytoca. Nas concentrações das nanopartículas correspondentes a 50% 

de viabilidade os biofilmes demonstraram padrões irregulares de crescimento 

observados pela microscopia confocal. Conclusão: Estes resultados corroboram 

para a aplicabilidade de nanopartículas de óxido de zinco e sulfeto de zinco no 

revestimento de superfícies de recipientes industriais para conservação de alimentos 

ou em materiais de contato contínuo com epitélios, como sondas ou implantes 

crônicos; ambos com possibilidade de formação de biofilmes e desenvolvimento de 

infecções.  

Palavras-chave: Nanopartículas; Biofilme Bacteriano; Staphylococcus aureus; 

Pseudomonas aeruginosa; Klebsiella oxytoca. 



 

 

Abstract 

Introduction: The formation of biofilms is the ability that some bacteria have to 

survive in hostile environments. These biofilms generate an environment that 

increases antimicrobial resistance. Staphylococcus aureus, Pseudomonas 

aeruginosa and Klebsiella oxytoca are examples of bacteria capable of producing 

biofilms. Nanoparticles are emerging as new antimicrobial solutions due to their 

properties on bacteria and biofilms. Objective: To study the effect of nanoparticles 

b(Zinc Oxide and Zinc Sulfide) on bacterial growth, Gram positive S. aureus and 

Gram negative P. aeruginosa and K. oxytoca, and biofilm formation. Methods: 

Bacterial suspensions in Müller-Hinton liquid culture medium, containing 102-

108 CFU.mL-1, were treated with different concentrations of NPs-Zn for 24 hours at 

37 ° C and subsequently evaluated for cell viability with XTT / Menadione. The 

bactericidal effect was analyzed after 24-hour cultivation at 37°C in plates containing 

Müller-Hinton agar and the minimum inhibitory concentration obtained from the 

analyzed data. The confirmation of the inhibitory activity of zinc nanoparticles on 

biofilm formation was carried out with the aid of scanning electron microscopy and 

confocal laser scanning microscopy after determining the minimum inhibitory 

concentration for each bacterial strain studied. Results: Application of zinc oxide 

nanoparticles and, especially those of zinc sulfide, showed inhibitory effects on the 

formation of bacterial biofilms, Gram positive and negative, from inoculants 

containing 105 and 103 UFC.mL-1 respectively. The inhibitory and bactericidal 

concentrations of the nanoparticles were, respectively, 1.0 mg.mL-1 for 

Staphylococcus aureus and 4.0 mg.mL-1 for Pseudomonas aeruginosa and 

Klebsiella oxytoca. At concentrations of nanoparticles corresponding to 50% viability, 

biofilms showed irregular growth patterns observed by confocal 

microscopy. Conclusion: These results corroborate the applicability of zinc oxide 

and zinc sulfide nanoparticles in the coating of surfaces of industrial containers for 

food preservation or in continuous contact materials with epithelia, such as probes or 

chronic implants; both with the possibility of biofilm formation and development of 

infections. 

Keywords: nanoparticles; Bacterial Biofilm; Staphylococcus aureus; Pseudomonas 

aeruginosa; Klebsiella oxytoca. 
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I. Introdução 

A percepção de mundo tem sido alterada através dos séculos. Descobertas 

feitas pela ciência no campo da astronomia começaram a mudar a visão de como o 

ser humano enxerga a si mesmo e ao resto do mundo. O mundo microscópico foi 

um dos importantes passos para o desenvolvimento e evolução da humanidade, 

assim, o marco histórico para tal foi o primeiro microscópio e, assim, o início da 

caminhada da ciência rumo ao mundo que até outrora era inimaginável. O primeiro 

pesquisador a visualizar esses seres foi o comerciante e microscopista amador 

holandês Antoni van Leeuwenhoek (1632-1723) (1). Ele descobriu “animáculos” no 

tártaro de seus próprios dentes e mesmo após uma limpeza robusta, esse 

remanescente opaco ainda era espesso e continha vários de várias formas, o que 

hoje é conhecido como placa dentária, sendo a primeira evidência documentada da 

existência de biofilmes microbianos (1,2). Apesar dessas importantes evidências, 

somente no início dos anos de 1940 que o conhecido “Efeito Garrafa” em 

microrganismos marinhos foi observado por H. Heukelekian e A. Heller (3), onde o 

crescimento bacteriano aumentava consideravelmente quando este era disposto 

sobre uma superfície, comprovando assim a formação do biofilme.  

Antes de 1978, os biofilmes haviam sido descritos em poucos sistemas, mas 

a proporção de bactérias em um determinado ecossistema que crescia nessas 

populações aderentes não era geralmente determinada. Em 1978, Geesey, Iwaoka e 

Griffiths (4) adaptaram uma série de métodos de recuperação quantitativa para 

determinar as bactérias de biofilmes em um riacho de montanha e comparar seus 

números e sua atividade com os de bactérias livres do mesmo sistema aquático 

(4,5). A partir deste momento percebeu-se, com base em análises detalhadas de 

centenas de sistemas aquáticos, que as populações bacterianas presentes em 

biofilmes predominavam com nutrientes suficientes, independente da geometria do 

sistema ou do tipo do ecossistema. Ao extrapolar essas observações para o 

organismo humano, notou-se que os fluidos corporais poderiam fornecer todos os 

nutrientes necessários para o crescimento bacteriano e, portanto, foi previsto que a 

maioria das superfícies ou plásticas de dispositivos médicos poderia estar repleta de 

biofilmes na presença de bactérias. Nos dias de hoje sabe-se que essa previsão era 

real, assim, na indústria de alimentos e em dispositivos de uso crônico como 
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cateteres e outros equipamentos da área médica, a formação de biofilme tem se 

tornado um problema real (6–8). 

Os biofilmes possibilitam a formação de um ambiente que aumenta a 

resistência antimicrobiana. As substâncias poliméricas extracelulares contêm 

consideráveis quantidades de polissacarídeos, ácidos nucleicos, proteínas e lipídeos 

(9); as quais são responsáveis por manter a integridade estrutural do biofilme e 

proporcionar uma matriz ideal para o crescimento das células. Ainda, as interações 

intercelulares servem para fortalecer a estabilidade mecânica das substâncias 

poliméricas extracelulares e a sobrevivência dos microrganismos (10). 

Bactérias em suas formas planctônicas circulam livres e isoladamente, e 

quando aderem a uma superfície, sendo esta biótica ou abiótica, formam os 

biofilmes (ou células sésseis) (Figura 01) (9,10). 

Figura 01 – Esquematização da formação de biofilmes. Células Livres (plantônicas) 

se aderem a uma superfície e dá-se início ao Quorum Sensing. Após a adesão 

irreversível e maturação do biofilme, ocorre a liberação de células bacterianas que 

realizarão o ciclo novamente. 

 

 

 A origem do biofilme ocorre após a transição da união reversível de células 

planctônicas, para o estado irreversível com a produção de biopolímero extracelular 

produzido pelo próprio microrganismo, e posteriormente, contribuindo para a 

formação de microcolônias dentro do biofilme maduro e aderência em superfícies 

(13). As forças atrativas e repulsivas entre a superfície e os microrganismos, estão 

envolvidas com a adesão de bactéria à superfície, incluindo as forças de Van Der 

Waals e forças eletrostáticas, além de ligações iônicas e forças hidrofóbicas. A 

Fonte: Adaptado de Macedo e Abraham (2009). 
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adesão irreversível ocorre quando as forças atrativas são maiores do que as forças 

de repulsão (14). 

No interior dessas microcolônias são formadas estruturas tridimensionais 

complexas como canais de água e poros, onde a densidade populacional do biofilme 

é controlada e quando este atinge seu limite, ocorre a dispersão celular para o 

ambiente circulante com o retorno bacteriano para o estado planctônico (15). 

O biofilme confere uma resistência às variações ambientais, incluindo 

antibióticos e resposta imune do hospedeiro (16). As substâncias poliméricas 

extracelulares (EPS) contêm consideráveis quantidades de polissacarídeos, ácidos 

nucléicos, proteínas e lipídeos, e estas substâncias são responsáveis por manter a 

integridade estrutural do biofilme. As interações intercelulares servem para fortalecer 

a estabilidade mecânica das EPS e a sobrevivência dos microrganismos (17). 

As comunicações intra e interespécies microbianas são realizadas de forma 

complexa, coordenada e de modo unificado, sendo o termo usado para descrever 

este processo de comunicação denominado Quorum Sensing (QS) (16). O QS trata-

se de um recurso onde bactérias são capazes de se comunicar atuando como 

unidades multicelulares. Este processo consiste na produção, liberação e detecção 

de moléculas de sinalização química e regulação da expressão gênica. Os sinais 

químicos de comunicação entre os microrganismos são denominados auto indutores 

(AI), as moléculas de sinalização química são produzidas no interior do citoplasma, 

segregadas para dentro da matriz extracelular, e acumulam-se nas suas imediações. 

As bactérias podem responder a uma grande variedade de moléculas de sinalização 

químicas produzidas pelas mesmas espécies, bem como outros gêneros de 

bactérias, proporcionando uma plataforma para interespécies. As interações 

interespécies são facilitadas por moléculas de sinalização como proteínas, RNAs e 

enzimas de sinalização (18,19). 

A produção de biofilmes por bactérias encontradas no dia a dia representam 

constante perigo a saúde da população (20). Os biofilmes bacterianos representam 

um constante risco em ambientes hospitalares, principalmente para pacientes 

submetidos a canulações crônicas principalmente para alimentação via sondas 

enterais, veiculação de fármacos ou de drenagens (21).  

As infecções bacterianas afetam cerca de 300 milhões de pessoas por ano 

no mundo, destas, dois milhões resultam em óbito em crianças. A resistência 
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bacteriana aos efeitos dos agentes antimicrobianos é atualmente uma séria questão 

de saúde pública, pois essas bactérias multirresistentes são mais difíceis de serem 

controladas (22,23). Esse aumento limita a abordagem terapêutica aos pacientes, 

provocando um aumento na probabilidade de falha do tratamento com antibióticos e 

a possível morte dos indivíduos (23). Além de doenças agudas, as infecções 

bacterianas podem resultar em doenças crônicas, pricipalmente como consequência 

da formação de comunidades bacterianas estruturadas em complexas matrizes 

exopolissacarídicas, denominadas de biofilmes. A complexidade da matriz do 

biofilme faz com que doenças associadas a este polímero sejam clinicamente mais 

desafiadoras tanto no diagnóstico quanto no tratamento (24). A produção de 

biofilmes por bactérias representam constante perigo à saúde humana e animal e 

prejuízos à indústria alimentícia (Figura 02) (20). Bactérias como Staphylococcus 

aureus, Klebsiela oxytoca, Pseudomonas aeruginosa, Salmonela ssp. e Listeria 

monocytogenes formam biofilmes e representam um perigo à integridade dos 

alimentos e consequentemente aos consumidores (21). 

 

Figura 02 – Exemplo de locais onde o biofilme bacteriano apresenta um real 

problema à saúde (unidades de terapia intensiva, equipamentos de uso hospitalar, 

maquinas de diálise e etc) e às indústrias (encaixes, fissuras, canulações, roscas e 

etc). A – Catéteres de sonda nasogástricas; B – Indústria de laticíneos 

A     B 

 

 

 

 

 

 

Entre as bactérias Gram (+), S. aureus, é uma bactéria comumente 

encontrada na microbiota da pele humana. Staphylo descreve o arranjo em cacho 

das células desta bactéria; coccus indica que as células têm a forma semelhante a 

esferas. O S. aureus são Gram, catalase e coagulase positivos, imóveis, não 

esporulados e podem ser observados em agrupamentos irregulares semelhantes a 

“cachos de uva” (25). Biofilmes de S. aureus podem ser encontrados em sondas e 
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cateteres (cateter venoso central de acesso à nutrição parenteral e hemodiálise), em 

implantes de dispositivos cardíacos, pacientes em unidades de terapia intensiva, 

incluindo unidades de terapia neonatal. Também é responsável por causar infecções 

cutâneas crônicas como foliculite, impetigo, e até infecções sistêmicas provocadas 

pela bacteremia e também é causador de intoxicação alimentar (26–30). É o 

patógeno humano mais importante do gênero Staphylococcus, sendo que as cepas 

de S. aureus multirresistentes ou meticilina resistentes (MRSA) são mais comuns em 

ambientes hospitalares. Espécie caracterizada por ser termo resistente, não 

formadora de esporos, e que sobrevive por longos períodos (31). Apesar de ser 

encontrado na microbiota da pele e mucosa nasal de indivíduos saudáveis, é uma 

bactéria de interesse que pode estar associada com diversas infecções hospitalares, 

quando as barreiras naturais do hospedeiro são comprometidas por algum trauma 

ou cirurgia (32). Biofilmes de S. aureus podem ser encontrados em sondas e 

cateteres (cateter venoso central de acesso à nutrição parenteral e hemodiálise) em 

pacientes em unidades de terapia intensiva (UTI) (7). Pode causar diversos 

processos infecciosos em certos grupos de pessoas com maior risco, que inclui 

portadores de condições crônicas como: pessoas vivendo com HIV/Aids (PVHA); 

diabéticos; pacientes com insuficiência renal submetidos à diálise ou hemodiálise; e, 

queimados. Além de ser uma bactéria causadora de Doenças Transmitidas por 

Alimentos (DTA), responsável por grande parte dos surtos destas doenças no Brasil 

e no mundo pois a produção do biofilme aproveita-se de moléculas orgânicas dos 

alimentos para se fixar estruturalmente (Figura 03). 

Figura 03 – Fotomicrografia de S. aureus feita por microscopia eletrônica de 

varredura (aumento de 2.500 Vezes) 

 

Fonte: Autoria Própria. 
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O S. aureus ressurgiu como clinicamente relevante devivo a sua resistência a 

antibióticos, MRSA, e aumento na produção de toxinas e biofilmes (33). A virulência 

do S. aureus está associada à capacidade de produção de toxinas, por exemplo, a 

coagulase A, e os próprios componentes da superfície celular, como a cápsula e 

proteínas que o protegem contra a fagocitose (34). 

Outro gênero bacteriano de importância clínica e na indústria alimentícia 

produtora de biofilmes, Gram (-) é o gênero das Pseudomonas. Pertencente à 

família das Pseudomonadaceae, é Gram-negativa, aeróbia, não formadora de 

endosporos, possui a forma de bastonete reto ou ligeiramente curvo e, 

principalmente, um modo de inserção polar dos flagelos que lhe confere mobilidade 

(25). A P. aeruginosa pode ser encontrada na maior parte dos tecidos e ambientes 

existentes, desde plantas, tecido mamário, comida pronta para consumo, lesões 

teciduais e superfícies (35,36). Presente também na indústria de laticínios, no leite 

cru e tanques de aço inox, a P. aeruginosa tem como características fornecer abrigo 

e auxiliar no crescimento e desenvolvimento de biofilmes de outras bactérias 

patogênicas como Listeria monocytogenes, que é um patógeno alimentar 

psicotrófico associado também à industria de laticínios (37,38) (Figura 04). 

 

Figura 04 – Fotomicrografia de P. aeruginosa por microscopia eletrônica de 

varredura (aumento de 2.500 vezes). 

 

  Fonte: Autoria Própria. 
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Bactérias do gênero Pseudomonas participam dos processos de adesão e 

formação de biofilmes, ocasionando sérios prejuízos às diferentes superfícies de 

ambientes alimentares, domésticos e industriais. Na indústria de alimentos, 

constituem riscos higiênico-sanitários e causam perdas econômicas (39,40); 

enquanto que na medicina, contribuem para o aumento de riscos de infecções 

devido a sua capacidade de adesão e crescimento em cateteres e outros 

dispositivos (7,41). 

Outro importante patógeno associado às indústrias alimenticia e biomédica 

é a bactéria do gênero Klebsiella. Pertencente à família das enterobacteriaceae, 

possui formato bacilar, Gram-negativa, aeróbia e anaeróbia facultativa, catalase 

positiva, oxidase negativa, não-movel e capsulada. Ocorre normalmente no trato 

gastrointestinal, em isolamentos clínicos, na água, no solo, em vegetais, frutas e nos 

cereais (42). Uma das principais espécies desse gênero é a K.oxytoca (Figura 05), 

que apresenta atualmente um problema na indústria de laticínios e de produtos 

alimentícios, sendo utilizada, juntamente com outras bactérias, como indicador de 

higiene em processamento de produtos alimentícios (43).  

 

Figura 05 - Fotomicrografia de K. oxytoca feita por microscopia eletrônica de 

varredura (aumento de 2.500 vezes). 

 

 

 

Fonte: Autoria Própria 
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Na busca por novas substâncias antimicrobianas que não desencadeiam 

resistência bacteriana, as nanopartículas (NPs) são uma realidade na área 

biotecnológica devido às suas propriedades físicas e químicas únicas e da 

possibilidade de sua preparação em nanoescala fundamentais tanto para controle do 

crescimento bacteriano flutuante, planctônico, quanto séssil (biofilmes) (44).  

O termo nanotecnologia foi introduzido pelo engenheiro japonês Norio 

Taniguchi, para especificar uma nova tecnologia além do controle de materiais e da 

engenharia em escala micro. Anteriormente, a microtecnologia era o limite da ciência 

em escalas menores. O sonho da manipulação em nano escala é antigo, o físico 

Richard Feynman já havia dito que a microtecnologia era um limite para ser forçado 

à baixo como as fronteiras da alta pressão, baixa temperatura ou o alto vácuo. Em 

1959 na marcante palestra "There's Plenty of Room at the Bottom" (“Há muito 

espaço na parte inferior” em tradução livre), o físico sugere que máquinas normais 

poderiam construir máquinas menores, que por sua vez, construiriam máquinas 

cada vez menores, trabalhando passo a passo para atingir o nível molecular (45). 

Atualmente o termo está mais adaptado após a sua popularização por Eric Drexler, 

que corresponde à metodologia de processamento envolvendo a manipulação 

átomo a átomo (46). Assim, a nanotecnologia refere-se ao estudo de fenômenos e 

manipulações de sistemas físicos em uma escala conhecida como nano (10-9 m = 1 

nm) com dimensões típicas que não excedam 100 nm em pelo menos uma 

dimensão. Portanto, a nanotecnologia foca o projeto, caracterização, produção e 

aplicação de sistemas e componentes em nano escala (47).  

A nanotecnologia integra diversas disciplinas como a física, química, 

biotecnologia e engenharia. Nano materiais ou materiais nano estruturados exibem 

características diferentes das apresentadas em escala típica (48). Nesse nível, as 

propriedades e funções dos sistemas vivos e antropogênicos são redefinidas, as 

estruturas exibem propriedades físico-químicas e biológicas consideravelmente 

novas e melhoradas, bem como fenômenos e funcionalidades distintas como 

resultado do tamanho da nano escala. Esse tamanho em nano escala geralmente 

confere maiores áreas de superfície às nanopartículas (NPs) em comparação com 

partículas de tamanho macro (49). As NPs são conhecidas como partículas 

controladas ou manipuladas no nível atômico (1-100 nm). Eles mostram 

propriedades relacionadas ao tamanho significativamente diferente dos materiais a 
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granel. Dado ao seu pequeno tamanho, as NPs têm estruturas maiores em 

comparação com suas contrapartes. Esta propriedade distinta permite aplicação em 

muitas áreas (50). 

Na agricultura, a nanotecnologia gera uma esperança, já que a inovação 

contínua é fortemente necessária devido ao aumento dos desafios globais de 

segurança alimentar e mudança climática. No passado, a agricultura se beneficiou 

de muitas inovações tecnológicas, incluindo variedades híbridas, produtos químicos 

sintéticos e biotecnologia, e os cientistas agora buscam na nanotecnologia uma 

nova fonte para melhorias agrícolas (51). A medicina moderna utiliza a 

nanotecnologia desde a detecção de patógenos a veículos de fármacos. 

Recentemente, a remoção de uma vasta gama de patógenos foi demonstrada 

utilizando um dispositivo de diálise extracorpórea; o tempo de contato entre o fluído 

e as esferas magnéticas fica limitado limitadas a alguns minutos. O princípio por trás 

desta técnica de separação e purificação sanguínea é que as partículas magnéticas 

executam um papel de se ligar a patógenos e assim, posteriormente, removidos por 

separação magnética (52). O uso da nanotecnologia na segurança alimentar ganhou 

atenção crescente. Os sistemas de detecção baseados na nanotecnologia variam 

em seus mecanismos e projetos, mas compartilham o mesmo objetivo: detecção 

oportuna e precisa de patógenos, traços ou outros contaminantes (53). 

A maioria das indústrias tem se beneficiado com as descobertas inovadoras 

advindas da nanotecnologia. O consumidor irá se beneficiar pela diversidade de 

produtos produzidos pela nanotecnologia que melhoraram a qualidade de vida das 

pessoas em todo o mundo. Esforços consideráveis estão sendo dedicados ao 

projeto e fabricação de estruturas de biomateriais em nano escala sintéticas capazes 

de atuar em nível molecular. Para atender a essas expectativas, os pesquisadores 

estão tentando desenvolver e empregar uma variedade de nano materiais, como 

pontos quânticos semicondutores, nanotubos de carbono, nanopartículas 

magnéticas e nanopartículas de sílica (53,54). 

As NPs vêm despertando um singular interesse devido ao seu amplo 

espectro de aplicação com novos biofarmácos. Algumas partículas apresentam 

características antissépticas e antimicrobianas (55).  Entre as NPs mais comuns no 

controle do crescimento microbiano destacam-se as de zinco (óxido de zinco) e de 
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prata (AgNPs) (49,56). Por outro lado, nenhum relato tem sido feito em relação às 

nanopartículas contendo de sulfeto de zinco (NP-ZnS). 

O ZnS é um composto inorgânico, com propriedade semicondutora, 

apresentado diferentes aplicações em eletrônica, sensores e lasers. Possui 

propriedades catalíticas, fosforescentes e eletroluminescentes (57). O interesse 

pelos nanomateriais de Sulfeto de Zinco (ZnS) vem aumentando principalmente 

pelas suas aplicações em diferentes áreas como dispositivos luminescentes 

optoeletrônicos e células fotovoltaicas (58). A maneira que os nanocristais de ZnS 

podem ser feitos e ajustados além de fornecer as propriedades físicas importantes 

também é crucial para  desenvolve-las em blocos de construção de futuros 

dispositivos (59). Como as demais NPs, as NPs-ZnS também possuem propriedades 

diferenciadas quando em escala nanométrica, devido à elevada área superficial e ao 

tamanho estas NPs são usadas em diferentes aplicações inclusive como 

marcadores celulares (Figura 06). Porém, ainda não existem muitos relatados acerca 

das NPs-ZnS em relação a sua possível atividade antimicrobiana (59,60). 

 

Figura 06 -  Geometria dos clusters de ZnS. (a) Clusters Zn4S4 e (b) Zn6S6 foram 

selecionados para representar a mistura de zinco cúbica e a wurtzita hexagonal, 

respectivamente. 

 

Fonte: La Porta et al., 2009. 
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Por outro lado, as NPs-ZnO pertencem ao grupo de semicondutores do tipo 

n e band gap, quando puras, apresentam coloração branca (61). O óxido de zinco 

(ZnO) é um material promissor na área da nanotecnologia devido às suas 

propriedades físicas, químicas e biológicas, como as ações bactericida e fungicida 

importantes (62,63).  Muito do que se tem relato sobre o uso de NPs inorgânicas de 

óxidos de zinco como bactericidas, na literatura, diz respeito às suas vantagens 

como: maior eficácia bactericida sobre cepas microbianas multirresistentes (MDR); 

potencial aplicável à terapêutica e uma promissora alternativa em substituição aos 

antibióticos, embora apresente uma toxicidade seletiva para os sistemas biológicos 

(Figura 07) (64). 

 

Figura 07 - Estruturas de cristal de ZnO: rochas cúbicas (a), mistura de zinco cúbica 

(b) e Wurtzite hexagonal (c). As esferas cinza e preta sombreadas representam 

átomos de zinco e oxigênio respectivamente. 

 

 

 

A compreensão do conceito de biofilmes microbianos e de aspectos inerentes 

a sua estrutura e composição, bem como seu processo de formação são 

fundamentais para desenvolver estratégias de controles efetivos; além de permitir o 

entendimento dos riscos que tais estruturas produzem: à indústria de alimentos 

(corrosão de equipamentos e contaminação de alimentos), aos alimentos e alteração 

Fonte:  Özgür et al. (2005) 
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de suas propriedades nutricionais, à toxinfecção alimentar, resistência aos 

sanitizantes e aos antibióticos, resistência ao sistema imunológico com possibilidade 

de bacteremia e septicemia , e, portanto, o alto risco à saúde humana e animal (65–

68). 

Assim, propõe-se estudar os efeitos das NPs de Óxido e Sulfeto de Zinco 

sobre a inibição do crescimento bacteriano e formação de biofilmes de S. aureus, 

P.aeruginosa e K.oxytoca. 

 

 

2.0 Objetivos 

Estudar o efeito das nanopartículas ZnO e ZnS sobre a formação de biofilmes e 

metabolismo energético bacteriano de bactérias Gram (+) S. aureus e Gram (-) P. 

aeruginosa e K. oxytoca. 

2.1 Objetivos específicos 

➢ Determinar as sensibilidades bacterianas frente aos diferentes 

tratamentos com as suspensões de NP-Zn; 

➢ Avaliar a atividade antibacteriana de nanopartículas de ZnO e ZnS sobre 

a formação de biofilmes de S. aureus, P. aeruginosa e K. oxytoca em 

superfícies de poliestireno; 

➢ Avaliar por fluorescência em microscopia confocal as estruturas dos 

biofilmes formados na presença e ausência das NP-Zn e principais 

alterações metabólicas dos biofilmes tratados; 

➢ Avaliar por Microscopia eletrônica de varredura as estruturas dos 

biofilmes formados na presença e ausência das NP-Zn em superfície de 

poliestireno. 
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Capítulo 1 

 

3.0 Material e Métodos 

O trabalho foi realizado nos laboratórios de Microbiologia Clínica do Centro 

de Referência Diagnóstica “Prof. Dr. Antônio Longo” (CRD) da Coordenadoria de 

Análises Clínicas e Hemoterapia (CACH-NAC-FCF) e Laboratório de Imunologia 

Clínica e Biologia Molecular do Departamento de Análises Clínicas e CACH da 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas (FCFAr) – Unesp Araraquara – S.P. 

3.1 Obtenção das Nanopartículas de Zinco 

As nanopartículas de ZnO e ZnS (imagem representativa) estudadas neste 

trabalho foram sintetizadas e gentilmente cedidas pelos seguintes professores: ZnO, 

Profa. Dra. Maria Aparecida Zaghete Bertochi, do Centro de Desenvolvimento de 

Materiais Funcionais (CMDF), Depto. de Tecnologia Química, Instituto de Química 

de Araraquara – Unesp; e o ZnS, Prof. Dr. Felipe de Almeida La Porta, Grupo de 

Nanotecnologia e Química Computacional, Depto. de Química, Universidade 

Tecnológica Federal do Paraná, Londrina – PR. 

 

Imagem representativa 01: Óxido de Zinco (A), tamanho de aproximadamente 

500µm; Sulfeto de Zinco (B), tamanho aproximadamente de 150 µm. 

 

 

 

Fonte: Autoria própria 



28 

 

3.2 Obtenção das Cepas Bacterianas  

As cepas de S. aureus ATCC 25923, P. aeroginosa ATCC 27853 e K. 

oxytoca ATCC 13182 foram mantidas em estoque no laboratório de Microbiologia 

Clinica-CACH-NAC-FCF-UNESP/CAr. e semeadas em placas contendo ágar Müller-

Hinton para reativação dos microrganismos. 

 

3.3 Padronização do inóculo bacteriano 

As cepas plaqueadas conforme item 3.2, foram reativadas em ágar Müeller-

Hinton, incubadas em estufa bacteriológica a 37 °C por 24 horas. Após este período, 

com auxílio de uma alça de inoculação estéril, colônias isoladas e uniformes foram 

transferidas para um tubo cônico contendo 10mL de caldo Müeller Hinton 

esterilizado, para a obtenção de uma suspensão bacteriana com base na escala 

nefelométrica de Mc Farland 0,5. A turbidez do inóculo bacteriano foi verificada 

medindo a absorbância da suspensão em espectrofotômetro até que atingisse uma 

DO625 nm entre 0.08–0.13, correspondendo a 108 UFC.mL-1 (69).  

 

3.4 Praparação dos inóculos bacterianos 

Para avaliar se os efeitos das NPs eram dependentes da quantidade de 

bactéria (UFCs), a suspensão bacteriana foi submetida a diluição seriada de forma a 

apresentar de 108 a 10 UFC.mL-1. Resumidamente, em nove tubos cônicos foram 

acrescentados 9 mL do Caldo Müeller Hinton esterilizados e, a partir do inóculo 

preparado (correspondendo a 0,5 da escala Mc Farland ou 108 UFC.mL-1 pela 

DO625nm)(70) foi transferido 1mL para o tubo 1, 1:10, contendo aproximadamente 107 

UFC.mL-1, e assim, sucessivamente foi transferido 1mL para cada tubo 

subsequente; no ultimo tubo (tubo 9) a quantidade de bactérias foi de 

aproximadamente 10 UFC.mL-1. Para a confirmação das quantidades bacterianas 

em cada tubo, uma alíquota de cada tubo foi plaqueada com auxílio de uma alça de 

inoculação calibrada de 10µL, por método de espalhamento em placas contendo 

ágar Müeller-Hinton esterilizado. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas e a 

contagem foi feita na placa que apresentou de 30 a 300 UFC para confirmação da 

padronização (25,70). 
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3.5 Padronização das suspensões da NPs ZnS e ZnO 

As nanopartículas foram suspensas em dimetilsulfóxido (DMSO), 

dispersadas por sonicação (3 ciclos de 40% - Sonics & materials INC, VibraCell™) 

com homogeneizador ultrassônico e armazenadas ao abrigo da luz, à temperatura 

ambiente, caracterizando a suspensão estoque (1000 e 4000 µg.mL-1 para Gram (+) 

e Gram (-) respectivamente). Esta suspensão foi utilizada para o preparo das 

concentrações utilizadas neste trabalho. As suspensões de uso das diferentes 

nanopartículas foram adicionadas em caldo Müeller-Hinton. 

3.6 Formação dos biofilmes bacterianos sobre superfície de poliestireno. 

Para avaliar a atividade antibacteriana das nanopartículas de ZnO e ZnS 

sobre o crescimento a formação de biofilmes bacterianos, uma concentração inicial 

das NPs de 1000 µg.mL-1  foi avaliada sobre biofilme de S.aureus. Este teste foi 

importante para ajustar as condições de crescimento bacteriano na microplaca e 

também para o tratamento com as NPs.  

 

3.6.1 Desenvolvimento do teste de XTT – Viabilidade celular 

3.6.1.1 Preparo do XTT 

O teste de viabilidade celular pelo teste do XTT foi realizado conforme 

descrito por Peeters, Nelis e Coenye (2008). O XTT (2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-

sulfophenyl)-5-[phenylamino)carbonyl]-2H-tetrazolium hydroxide) é um sal tetrazolico 

que pela ação de enzima desidrogenase mitocondrial dependente de NADH 

(Nicotinamida Adenina Dinucleotídeo reduzida - doador de elétrons) é reduzido a um 

composto formazana (Figura 08) que absorve luz no comprimento de onda de 

490nm. A preparação da solução estoque de XTT (Sigma) é feita pela solubilização 

de 4mg do sal em 10mL de PBS 5mM, pH=7,2, preaquecido a 37°C. Esta solução é 

suplementada com 100µL de menadiona (carreador de elétrons-CE) estoque 

preparada pela solubilização de 55mg de bissulfato de sódio menadiona (Sigma) em 

100mL de acetona. O teste de viabilidade bacteriana, planctônica ou biofilme, por 

poço da microplaca, é feito pela adição de 100µL de PBS e 100µL da solução de 

XTT-menadiona, com incubação de 5 horas a 37°C ao abrigo da luz. A absorbância 

é lida em 490nm (71). 
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Figura 08 – Reação de redução do sal de tetrazol no sistema óxido-redução 

NAD/NADH com participação do carreador de elétrons (CE). 

 

 

3.6.1.2 Padronização da Concentração Inicial bacteriana e tratamento com NPs 

Uma alíquota de 100 µL de cada suspensão preparada conforme item do 

inóculo bacteriano realizada anteriormente foi inoculado, posteriormente, 

acrescentado 100 µL das NPs solubilizada em caldo de Müeller-Hinton. Interferente: 

uma alíquota de 100 μL de Caldo Müeller Hinton com 100 μL da nanopartícula. 

Controle positivo: uma alíquota de 100 µL de inóculo bacteriano correspondente a 

escala meio Mc Farland, com 100 μL de DMSO 1%. Controle negativo: alíquota de 

100 µL de inoculo bacteriano correspondente a escala meio Mc Farland, com 100 μL 

de Müeller-Hinton. A microplaca foi incubada a 37ºC por 24 h. Posteriormente, um 

ensaio de viabilidade celular foi realizado com o XTT (72). Após o ensaio de 

viabilidade, a absorbância da placa da reação foi lida na absorbância de 490 nm 

(Elx800 – BioTek) e os dados foram analisados para a determinação da melhor 

concentração inicial de NPs. Um controle foi desenvolvido sem a adição da bactéria, 

neste caso denominado branco de reação, com o objetivo de subtrair o efeito 

background de cada poço de reação (Figura 09) (70).  

Figura 09 – Esquematização da metodologia de padronização do inóculo bacteriano 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

24 horas 

Fonte: Rodrigues, 2019 
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3.7 Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) das nanopartículas 

sobre a formação de biofilmes em substrato de poliestireno  

Os ensaios da concentração inibitória mínima (CIM) das nanopartículas 

foram realizados de acordo com a diluição do inóculo que apresentou atividade 

antibacteriana na triagem inicial (após tratamento estatístico para a certificação da 

diluição ideal) (69). Os poços da microplaca foram preenchidos com 100 μL de caldo 

Müeller-Hinton. Uma suspensão inicial (para S.aureus) de NP a 4000 μg.mL-1 foi 

preparada previamente com a concentração de 4000 μg.mL-1 preparada em caldo 

Müeller-Hinton. Desta solução contendo as NPs, por poço, foram adicionados 100μL 

nos poços da coluna A, totalizando 200μL e após a homogeneização da solução, 

transferiu-se 100μL para os poços da linha B e assim sucessivamente até a coluna 

H, (Diluição 1:2). Posteriormente, 100μL do inóculo bacteriano padronizado 

previamente (Item 3,4) foram adicionados por poço resultando numa concentração 

inicial na linha A de 1000 μg.ml-1 e, final de 7,8125 μg.mL-1(A a H, 8 vezes). Para as 

bactérias Gram negativas, a concentração inicial da solução de NPs foi de 16.000 

μg.mL-1 para ao fim do experimento, na linha A conter uma concentração de 4000 

μg.mL-1 até a linha H de 31,25 μg.mL-1 (A a H, 8 vezes) (Figura 10). 

 

Figura 10 – Esquematização da metodologia de plaqueamento 

 

 

3.7.1 Diluição das NPs 

Os poços da microplaca foram preenchidos com 100 μL de Caldo Müeller-

Hinton. A suspensão inicial de NP de 4000 µg. mL-1  em caldo Müeller-Hinton. Em 

Fonte: Rodrigues, 2019 
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seguida, um volume de 100 μL da suspensão inicial foi adicionado ao primeiro poço 

da microplaca (A), resultando na concentração de 2000 µg.mL-1. Após 

homogeneização, 100 μL desta diluição foi transferida para o poço B, e assim 

sucessivamente até o poço H, onde 100 μL foram descartados. Em seguida foram 

adicionados 100 μL do inóculo padronizado a todos os poços que continham as NPs, 

exceto nos poços para calcular o interferente (100 μL de Caldo Müeller Hinton 

esterilizado, com 100 μL da nanopartícula em diluição seriada). Como Controle 

Positivo foi usado 100 μL de inóculo bacteriano e 100 μL DMSO a 1% sem NPs. 

Como Controle Negativo foi usado 100 μL de inóculo bacteriano, e 100 μL Caldo 

Müeller-Hinton esterilizado.  A microplaca foi incubada a 37 ºC por 24 horas e o 

ensaio de XTT (item 3.6.1.1). A concentração inibitória mínima (CIM) foi expressa 

como sendo a menor concentração de NPs capaz de inibir o crescimento bacteriano 

(Figura 11) (70). 

 

Figura 11 – Esquematização da diluição das nanopartículas. 

 

3.8 Quantificação do biofilme 

3.8.1 Teste do Cristal Violeta – TCV  

A massa produzida pelo biofilme foi quantificada pela coloração com cristal 

violeta (73). Foi realizado o TCV nas placas contendo as bactérias tratadas com as 

NPs e sem o tratamento (controle positivo). Para a formação dos biofilmes foram 

utilizadas microplacas de 96 poços com inóculo bacteriano e nanopartículas como 

descrito no item 3.6.1.2. com modificação para a concentração das NPs-Zn para 

S.aureus, de 1000 µg. mL-1   para 500 µg. mL-1 e para as Gram (-) de 4000 µg. mL-1   

para 2000 µg. mL-1. Após os tratamentos com incubação a 37ºC por 24 horas, o 

Fonte: Rodrigues, 2019 
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meio de cultura foi removido cuidadosamente de cada poço e as células aderidas 

lavadas duas vezes com solução salina estéril. Em seguida foram adicionados 200 

µL de metanol 100% (v/v,) e removido após 15 minutos. Após secar a temperatura 

ambiente, 200 µL da solução de cristal violeta 0,5% foram adicionados e incubados 

à temperatura ambiente por 5 minutos. Os poços foram gentilmente lavados duas 

vezes com PBS até que o excesso de coloração fosse removido. Após secar a 

temperatura ambiente, foram adicionados 200 µL de ácido acético (33% v/v) em 

cada poço e a leitura das absorbâncias realizadas a 570 nm. 

3.9 Microscopia Confocal de Varredura a Laser (MCVL) 

Para realização das análises de microscopia de fluorescência utilizou-se o kit 

de viabilidade celular BacLightTM LIVE/DEAD L7007 - (Molecular Probes by Life 

Technologies, EUA). Esse kit utiliza uma mistura com dois marcadores: o marcador 

verde fluorescente SYTO 9 (480/500 nm excitação/emissão) e o marcador vermelho 

fluorescente iodeto de propídeo (490/638 nm excitação/emissão) seguindo a 

metodologia proposta com algumas modificações (74) . O SYTO 9 marca todas as 

bactérias presentes na amostra, viáveis e não-viáveis. Por outro lado, o iodeto de 

propídeo penetra apenas em bactéria com a membrana celular danificada (não-

viáveis), causando a redução do SYTO 9 quando ambos os corantes estão 

presentes. Desse modo, quando há uma mistura apropriada dos dois marcadores, 

as bactérias que apresentam membrana celular intacta (viáveis) são marcadas em 

verde fluorescente, enquanto as células que apresentam danos na membrana 

celular (não-viáveis) são marcadas em vermelho fluorescente.  

Para a realização do ensaio de Microscopia Confocal a Laser foram utilizadas 

placas de 96 poços contendo as três bactérias. O inóculo bacteriano utilizado para 

S. aureus foi de 104 UFC.ml-1 com a concentração correspondente de ZnO e ZnS 

utilizada de 500 µg.mL-1 (IC50) para K.oxytoca e P.aeruginosa de 103 UFC.ml-1 e a 

concentração de ZnO e ZnS de 2000 µg.mL-1 (IC50). Após 24 horas em estufa a 

37°C, o sobrenadante foi retirado e as amostras foram coradas com o kit de 

Viabilidade Celular para realização das análises de microscopia de fluorescência de 

acordo com o protocolo experimental do fornecedor. Nos experimentos foram 

empregadas a proporção de 1:1 dos dois principais componentes do kit, sendo 1 µL 

do componente A (SYTO 9 - 3,34 mM) e 1 µL do componente B (Iodeto de Propídio - 
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20 mM) misturados a 1 mL de PBS e mantidos ao abrigo da luz. Após a retirada do 

sobrenadante, uma alíquota contendo a solução dos dois corantes foi adicionada em 

cada poço, suficiente para preencher o biofilme (50 µL) e após o tempo de espera de 

40 minutos como indicado pelo fornecedor, a leitura foi realizada no Laboratório de 

Microscopia Confocal no Instituto de Física da USP, IFUSP, Campus de São Carlos 

(Microscópio Confocal de fluorescência Zeiss, modelo LSM 780 invertido). 

3.10 Microscopia eletrônica de varredura - MEV 

Para análise da interação das NPs com as bactérias foi realizado o ensaio de 

microscopia eletrônica de varredura-MEV para assim observar se os tratamentos 

com as NPs resultariam: em completa morte das bactérias, ou apenas um 

descolamento destas da superfície abiótica de acrílico [poli(metil metacrilato)] 

(Imagem 2); se haveria uma descaracterização do formato do biofilme; ou se o 

biofilme permaneceria inalterado estruturalmente. Para a realização do ensaio MEV 

foram utilizadas placas de 96 poços contendo as três bactérias e os corpos de prova 

de acrílico. O inóculo bacteriano utilizado para S. aureus foi de 104 UFC.ml-1 com a 

concentração correspondente de ZnO e ZnS utilizada de 500 µg.mL-1 (IC50); para 

K.oxytoca e P.aeruginosa o inóculo foi de 103 UFC.ml-1 e a concentração de ZnO e 

ZnS de 2000 µg.mL-1 (IC50). Após 24 horas o protocolo segundo Zago et al., 2015 

(75) foi realizado com modificações. O sobrenadante foi gentilmente retirado e os 

corpos de provas contendo os biofilmes foram lavados com PBS 0,01M, pH 7,2, em 

seguida realizado a desidratação e fixação dos biofilmes em concentrações 

crescentes de etanol (70%, 95% e 100%) por 10, 15 e 20 minutos respectivamente 

em cada solução. Após a desidratação, as amostras foram colocadas em 

dessecador a vácuo até a análise. Cada amostra foi revestida com ouro por 

spotering por 20 segundos sob pressão de 2x10-1 mBar, e examinadas no 

microscópio eletrônico de varredura em alta resolução (MEV) (Marca JEOL, modelo 

JSM-7500F, com software de operação PC-SEM v 2,1,0,3, equipado com detectores 

de elétrons secundário retroespalhados). A análise MEV foi realizada no laboratório 

multiusuário do Instituto de Química, Unesp – Campus de Araraquara. 
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Imagem representativa 02 – Corpo de Prova em acrílico com sua estrutura 

molecular ao lado 

  

 

4.0 Análise Estatística  

Os experimentos foram delineados com no mínimo três repetições. Os 

dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA One Way) e/ou Teste t de 

Student não pareado (Unpaired t test), utilizando nível de significância de 0,05%, 

realizados através do software Prisma (Graf Pad Software). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Poli(metil metacrilato) 
Densidade: 1,18g.cm3 

Ponto de fusão: 180°C 
Fórmula: (C5O2H8)n 
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Capítulo 2 

 

5.0 Resultados e Discussão  

Após a reativação das cepas com auxílio de uma alça de inoculação estéril, 

colônias isoladas e uniformes foram transferidas para um tubo cônico contendo 

10mL de caldo Müeller Hinton esterilizado. A turbidez do inóculo bacteriano foi 

verificada medindo a absorbância da suspensão a 625 nm, sendo que densidade 

ótica entre 0.08–0.13 corresponde a 108 UFC.mL-1 (69). Após atingir a turbidez 

necessária, foi realizada uma diluição seriada para avaliar os nanocompostos, as 

diluições das suspensões foram semeadas em ágar Müeller Hinton por método de 

espalhamento com uma alça de inoculação calibrada de 10µL, com o objetivo de 

confirmar a quantidade de UFC.mL-1 (25). 

5.1 Triagem Inicial 

 A triagem inicial foi realizada com diluição seriada do inóculo bacteriano, 

partindo inicialmente da escala 0,5 Mac Farland (corresponde a aproximadamente 

1,5 x 108 UFC.mL-1). A concentração de cada NPs foi de 1000 µg.mL-1 para S. 

aureus e 4000 µg.mL-1 para K. oxytoca e P. aeruginosa em cada suspensão 

bacteriana a ser testada. A partir dessa triagem, definiu a diluição que apresentou a 

inibição do crescimento bacteriano, para posteriormente prosseguir o estudo 

determinando a concentração inibitória mínima (CIM). Para a quantificação das 

células viáveis, ou seja, das bactérias vivas presentes nesses biofilmes foi utilizado o 

método de redução do sal de tetrazólio (XTT); um indicador colorimétrico de 

atividade metabólica das células.  

A figura 12A mostra as diferentes diluições a partir de 1:10 (10-1 a 10-9) em 

caldo MH das suspensões bacterianas a partir da concentração de 108 UFC.mL-1. 

Para efeito de demonstração do resultado do teste XTT, apenas foi apresentada 

uma tira da triplicata de cada diluição e tratamento com NP-ZnS e NP-ZnO. O 

aparecimento da cor avermelhada indica viabilidade celular e a cor amarela a morte 

celular. A figura 12B demonstra o plaqueamento realizado nos períodos de 24, 48 e 

72 horas após o tratamento com as Zn-NPs para S.aureus. As NP-Zn afetaram não 
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somente a viabilidade celular como também demonstraram um efeito bactericida, 

mesmo após 72 horas não houve crescimento de UFC. 

 

 

 

 

 

Para a avaliação da CIM (item 5.1) foi utilizada a diluição 10-4 que apresenta 

aproximadamente 104 UFC.mL-1 para S. aureus (Figura 13); e, para K. oxytoca e P. 

aeruginosa a diluição de 10-5 que apresenta aproximadamente 103 UFC.mL-1 (este 

resultado não está demonstrado). 

 

Figura 12- Representação dos efeitos das nanopartículas de ZnO e ZnS sobre as 
diferentes diluições bacterianas (A) e crescimento bacteriano de S. aureus em ágar 
MH (B). 

Fonte: Autoria própria 
Legenda: (A): C = Controle; CV = Controle de veículo (Inóculo Bacteriano + caldo com DMSO a 2,5%); 
ZnO E ZnS em inóculo bacteriano em diluição seriada (de 108 a 10 UFC.mL-1); (B) = Plaqueamento das 
suspensões bacterianas em UFC.mL-1: 102 (II), 103(IV), 104(I) e 105 (III) após 72 horas da adição das 
NPs-ZN; Em I e III não houve crescimento de S.aureus na presença de NPs-Zn. 

 

A B 
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Legenda: Diluição seriada partindo de 108 até 10 UFC.ml-1. 

 

5.1 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) das nanopartículas 

No ensaio de microdiluição em caldo as NPs foram diluídas sucessivamente 

em microplaca a partir da concentração de 1000 μg.mL-1 até a concentração final de 

7,81 μg.mL-1 para S. aureus. Para K. oxytoca e P. aeruginosa 4000 μg.mL-1 até  

31,25 μg.mL-1 . Após 24 horas de incubação em estufa microbiológica a 37°C e a 

utilização de XTT, foi determinada a CIM de cada nanopartícula.  
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Legenda: A suspensão de S. aureus correspondeu a 104 UFC.ml-1. 

Figura 13 – Quantificação da viabilidade celular (%) dos biofilmes formados por S. aureus 
na presença de ZnO 1000 μg.mL-1 

Figura 14 – Quantificação da viabilidade celular (%) dos biofilmes formados por S. aureus 
na presença de ZnO e ZnS a 500 μg.mL-1 
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A comparação entre o desempenho das NPs foi realizada aplicando do Teste 

t de Student não pareado (Unpaired t test). Conforme mostra a Figura 15, as duas 

NPs foram semelhantes e não demonstraram diferenças estatísticas (P >0.05). 
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Legenda: Teste t de student não pareado de NP-ZN com p>0.05. 

 

Para a P. aeruginosa foi utilizada a diluição de 10-5 ou de concentração igual a 

103 UFC.mL-1 e a CIM obtida foi de 4000 μg.mL-1, como demonstrado na Figura 16. 

 

Figura 15 – Viabilidade celular (%) de S. aureus tratada com ZnO e ZnS. 
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Legenda: CIM ZnO e ZnS = 4000 μg.mL-1 

 

 

A comparação entre o desempenho das NPs foi realizada com aplicação do 

Teste t de Student não pareado (Unpaired t test). Conforme mostra a Figura 17, as 

duas NPs foram semelhantes e não demonstraram diferenças estatísticas (P >0.05). 
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Figura 16 – Viabilidade celular (%) de P.aeruginosa tratada com ZnO  e ZnS. 
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Legenda: Teste t de student não pareado de NP-ZN com p>0.05. 

Para k. oxytoca foi utilizada a diluição de 10-5 ou de concentração igual a 103 

UFC.mL-1 e a CIM obtida foi de 4000 μg.mL-1, para o ZnO e ZnS, conforme mostra a 

Figura 18. 

 

 

Legenda: CIM ZnO e ZnS = 4mg.mL-1  

A comparação entre o desempenho das NPs foi realizada com aplicação do 

Teste t de Student não pareado (Unpaired t test). Conforme mostra a Figura 19, as 

duas NPs foram semelhantes e não demonstraram diferenças estatísticas (P >0.05). 
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Figura 17 – Comparação entre as concentrações inibitórias mínimas das Zn-Nps a 
4000 μg.mL-1 para P. aeruginosa. 

Figura 18 – Viabilidade celular (%) da K.oxytoca tratada com ZnO e ZnS. 
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Legenda: Teste t de student não pareado de NP-ZN com p>0.05. 

 

5.2 Avaliação da Massa de Crescimento Bacteriano: Teste do Cristal Violeta - 

TCV  

 Os resultados para a quantificação da massa do biofilme por TCV indicam 

uma significativa diminuição no biofilme com 24 horas de crescimento para as 3 

bactérias, com destaque para S.aureus, neste caso, o biofilme foi praticamente 

eliminado quando a concentração bacteriana esteve abaixo de 106 UFC.mL-1 (Figura 

10), para uma concentração oito vezes menor em relação à concentração 4000 

µg.mL-1 utilizada para as bactérias Gram-negativas (Figura 20). 

A comparação entre o desempenho das NPs foi realizada com aplicação do 

Teste t de Student não pareado (Unpaired t test). Conforme mostra a Figura 21, as 

duas NPs foram semelhantes e não demonstraram diferenças estatísticas (P >0.05). 

 

Figura 19 – Comparação entre as concentrações inibitórias mínimas das Zn-Nps a 4000 
μg.mL-1 para K. oxytoca. 
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Legenda: Teste t de student não pareado de NP-ZN com p>0.05. 

 

Para as bactérias Gram negativas, houve uma diminuição significativa 

também na proliferação e consequentemente na formação da massa do biofilme 

(Figura 22). 

 

 

Figura 20 – Determinação da massa (%) dos biofilmes formados por diferentes 
concentrações de S. aureus sob tratamento com ZnO e ZnS a 500μg.mL-1 

Figura 21 – Massa do biofilme (%) de S. aureus tratada com ZnO  e ZnS. 
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Para as bactérias Gram negativas os resultados foram verificados quanto à 

semelhança estatística entre a inibição do biofilme para K.oxytoca e P.aeruginosa 

utilizando ZnO e ZnS Foi realizada uma Análise de Variância (ANOVA OneWay) 

conforme mostra a Figura 23, não houve diferença estatística ao nível de 5%. 

Figura 22 – Determinação da massa (%) dos biofilmes formados por  P.aeruginosa 
(A) e K.oxytoca (B) em função da concentração bacteriana na presença de ZnO a 
2000μg.mL-1 
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Legenda: Análise de variância (ANOVA OneWay) para as bactérias Gram negativas com p>0.05 

 

Portanto para S. aureus a concentração inibitória mínima encontrada foi de 

1000μg.mL-1 tanto para a viabilidade celular quanto para o metabolismo energético. 

Karvani e Chehrazi (2012) encontraram uma CIM de 1.500μg.mL-1(64) e Santana 

(2012) encontrou 2.000 μg.mL-1(62). Pelo método de disco difusão Saif e 

colaboradores (2019) encontraram um alo de inibição para o crescimento de 

S.aureus utilizando discos de papel Whatman, com concentração de 20 μg.mL-1. 

Outro estudo realizado por Linhari e colaboradores (2019) com diferentes tamanho e 

superfícies de ZnO, constatou se que a atividade do nanocomposto frente ao 

microrganimos pode ser bactericida ou bacteriostático em diferentes concentrações 

(76). Assim, o ZnO e ZnS apresentaram resultados satisfatórios em relação aos 

encontrados na literatura para S. aureus. 

Para as bactérias Gram negativas, resultados diferentes foram demonstrados 

na literatura em relação ao uso de ZnO para P.aeruginosa. Lee, 2014, encontrou 

uma CIM de 5,6 mg.ml-1 (77), Cavassin, 2013, utilizando NPs de prata e quitosana 

encontrou uma CIM de 13,5 mg.mL-1 (78), enquanto que Radzig et al. (2013) 

determinaram que a menor concentração inibitória de NPs de Ag para P. aeruginosa 

Figura 23 – Comparação entre as Zn-NPs na concentração de 2000 μg.mL-1 para 
P.aeruginosa (P.a) e K.oxytoca (K.o). 
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foi de 8,0 mg.L-1(79). Para K. Oxytoca a literatura referente aos efeitos das NPs-Zn 

são escassos, extrapolando assim, o resultado para bactérias Gram negativas, como 

a P. aeruginosa. 

5.3 Avaliação da Qualidade dos Biofilmes Bacterianos por Microscopia 

Confocal de Varredura a Laser (MCVL) 

O ensaio para microscopia confocal de varredura a laser (MCVL) foi 

conduzido para observar o biofilme na placa de poliestireno de 96 poços. Os poços 

utilizados como controle demonstraram que houve um excelente crescimento do 

biofilme em 24 horas (partindo de 104 UFC.mL-1 para S.aureus e de 103 UFC.mL-1 

para K.oxytoca e P.aeruginosa). A concentração foi correspondente ao IC50 de 

todas as bactérias deste estudo e a placa foi incubada por 24 horas, após esse 

período, foi realizado o procedimento para a aplicação do kit de viabilidade celular 

BacLightTM LIVE/DEAD L7007 - (Molecular Probes by Life Technologies, EUA) como 

descrito no item 3.9, em seguida, foi realizada a leitura no microscópio confocal de 

fluorescência Zeiss, modelo LSM 780 invertido. 

Como pode ser observado na Figura 24, o biofilme formado em 24 horas pela 

bactéria S.aureus, concentração inicial de 104 UFC.mL-1, apresentou um excelente 

crescimento, atingindo 120 μm de espessura e preenchendo todo o fundo da micro 

poço. 

As bactérias Gram negativas, com concentração inicial de 103 UFC.mL-1, 

apresentaram aspectos diferentes dos biofilmes formados em 24 horas. O biofilme 

de K.oxytoca não preencheu todo o fundo do micro poço e a sua espessura foi de 60 

μm, porém o biofilme de P.aeruginosa, como pode ser visto na Figura 25, com 

apenas 24h de crescimento apresentou um biofilme de 160μm de espessura e 

praticamente todo o fundo do micro poço preenchido e com um tamanho maior que 

o biofilme de S.aureus, demonstrando assim, a importância do conhecimento sobre 

a formação e crescimento do biofilme em geral, principalmente de P.aeruginosa. 

A Figura 26 mostra os resultados dos tratamentos com ambas as NP-Zn. Os 

tratamentos com as diferentes nanopartículas de zinco foram eficientes na redução 

do biofilme usando uma concentração correspondente a 50% de viabilidade (IC50), 

correspondendo a 500 µg.mL-1 para S.aureus e 2000 µg.mL-1 respectivamente para 

K.oxytoca e P.aeruginosa. 
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Legenda: Corte em 800x800 μm com espessura do biofilme 120 μm. 

 

 

Legenda: Corte em 800x800 μm com espessura do biofilme 80 e 160 μm para K.oxytoca e P.oxytoca 

Figura 24 – Biofilme de S.aureus de 24 horas obtido por Microscopia Confocal de 
Varredura a laser Colorido com BacLightTM LIVE/DEAD L7007 

Figura 25 – Biofilmes de K.oxytoca e P.aeruginosa de 24 horas obtido por Microscopia 
Confocal de Varredura a laser, Colorido com BacLightTM LIVE/DEAD L7007 

Fonte: Autoria própria 

Fonte: Autoria própria 
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Legenda: C = controle; IC50 = 500 µg.mL-1 para S.aureus e de 2000 µg.mL-1 para as Gram negativas; 
ZnO = Óxido de Zinco; ZnS = Sulfeto de Zinco. 

 

5.4 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV). 

 As amostras foram preparadas conforme o item 3.10 e abaixo estão os 

resultados obtidos da análise MEV dos biofilmes bacterianos sem tratamento 

(controle) (Figura 27). Nos aumentos de x1000 e x2.500 podem ser observados os 

aspectos de crescimento bacteriano com áreas circunjacentes que podem 

corresponder à secreção do EPS em cada biofilme. Ao contrário dos aspectos dos 

biofilmes reportados por Brooks e Jefferson (2012) e Costa, Ferenz e Silveira (2016), 

Figura 26 – Biofilmes de K.oxytoca e P.aeruginosa de 24 horas tratados com Nps-Zn 
obtido por MCVL, colorido com BacLightTM LIVE/DEAD L7007. 

Fonte: Autoria própria 
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não observamos a formação de EPS em forma de teia. Provavelmente, estas 

estruturas possam ter sido alteradas pelo processo de fixação, mas não houve 

qualquer interferência em nossas análises. Todas as bactérias tiveram um excelente 

crescimento, com destaque para P. aeruginosa com o biofilme mais espesso, 

semelhante ao obtido por microscopia confocal mostrado na Figura 25. 

 

Figura 27 – Fotomicrografia por MEV dos biofilmes de S. aureus (A), K. oxytoca (B) 

e P. aeruginosa(C) com aumento de 2.500; 7.000 e 20.000 vezes. 

 

 

 

Fonte: Autoria própria. 
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As Figuras 28 e 29 mostram as imagens obtidas após os tratamentos com as 

NPs ZnO e ZnS, respectivamente, nos aumentos de 1.000, 2.500, e 7.000 vezes. Os 

tratamentos foram realizados conforme descrito no item 2.10 de material e métodos. 

Observa-se que houve eliminação do biofilme nas concentrações das NPs 

correspondentes ao IC50 para as três bactérias. Estes resultados confirmam as 

observações feitas na microscopia confocal de varredura a laser. Entretanto, pela 

análise de fluorescência, pode ser observada a presença de bactérias, 

principalmente para P. aeruginosa (Figura 25), o que não foi observado na MEV. 

Provavelmente, isto se deve pela diferença dos processos de preparação das 

amostras para cada tipo de microscopia, embora a MCVL seja considerada como 

padrão ouro para amostras de biofilmes microbianos. Entretanto, as lavagens 

utilizadas para o sistema confocal por ser mais brandas podem ter contribuído para 

a manutenção de algumas bactérias nos poços da placa de reação.  

Nas imagens obtidas pela MEV podemos observar as diferenças estruturais 

das NPs-ZN, sendo as NPs de ZnS cerca de 4 vezes ou mais menores que a de 

ZnO, no entanto, em nossos experimentos demonstrando que ambas NPs 

apresentam resultados semelhantes sobre a eliminação de biofilmes bacterianos em 

superfície abiótica de acrílico. Para melhor entendimento da influência da superfície 

na maior ou menor adesão de biofilmes bacterianos, e a eficiência das NP-Zn, novos 

experimentos estarão sendo conduzidos em nosso laboratório para essas 

comprovações. 
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Figura 28 – Fotomicrografia por MEV dos biofilmes de S. aureus (A), K. oxytoca (B) 

e P. aeruginosa (C) após o tratamento de ZnO, com aumentos de 1.000 (I), 2.500(II) 

e 7.000 (III) vezes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autoria própria. 
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Figura 29 – Fotomicrografia por MEV dos biofilmes de S. aureus (A), K. oxytoca (B) 

e P. aeruginosa(C) após tratamento com ZnS, com aumentos de 1.000, 2.500 e 

7.000 vezes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autoria própria. 
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IV Considerações finais  

Neste trabalho foram determinadas as sensibilidades bacterianas frente aos 

diferentes tratamentos e alterações metabólicas com as suspenções de NP-Zn e a 

concentração inibitória mínima encontrada foi de 1,0mg.mL-1 de óxido de zinco e 

sulfeto de zinco para S. aureus (Gram positiva) e de 4,0 mL-1 para as Gram 

negativas (P. aeruginosa e K. oxytoca); 

O emprego da microscopia confocal de varredura a laser permitiu avaliar as 

estruturas dos biofilmes bacterianos formados na presença ou ausência das NP-Zn, 

demonstrando assim, a capacidade de inibição da formação de biofilmes pelas duas 

nanopartículas de zinco; 

A formação de biofilmes em superfícies de acrílico foi avaliada e as 

propriedades antibacterianas das NP-Zn foram as mesmas observadas na 

microscopia confocal, confirmando a eficiência das NPs-Zn no controle da formação 

de biofilmes. 

As NPs de ZnS, devido ao seu tamanho (aprox.. 100nm) permite uma maior 

dispersão sobre a superfície abiótica, o que pode ser uma vantagem destas NPs no 

revestimento de superfícies, tanto aplicada à indústria de alimentos quanto a sondas 

usadas na área médica, diminuindo as áreas de não deposição ou criando solução 

de continuidade na superfície. 
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