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RESUMO

Os oOxidos metalicos, como Oxido de zinco (ZnO) sdo utilizados como agentes
antimicrobianos inorganicos frente a grande diversidade de microrganismos. Devido ao
tamanho reduzido, as nanoparticulas (NP) de ZnO sdo promissoras para combater infecgdes,
uma vez que a diminuicdo do tamanho da particula pode resultar em melhor atividade
antimicrobiana, pois por terem tamanho menor, as NP podem com maior facilidade
penetrarem na membrana ou induzir a maiores producdes de espécies reativas de oxigénio
(ERO). O objetivo desse trabalho foi desenvolver suspensdes e pds de nanoparticulas de ZnO
com tamanho e superficie controladas, com a finalidade de avaliar a influéncia do tamanho e
da modificacdo de superficie na atividade antimicrobiana do ZnO frente as bactérias
Staphylococcus aureus e Escherichia coli e levedura Candida albicans. As NP de ZnO foram
preparadas pelo processo sol-gel de acordo com a metodologia proposta por Spanhel e
Anderson (1991) com modificacdo da razdo de hidrolise para controle do tamanho das NP
seguida da adicdo de (3-Glycidyloxypropyl)trimethoxysilane (GPTMS), como modificador de
superficie. Os nanomateriais obtidos foram caracterizados por diferentes técnicas: difracédo de
raios X (DRX); espectroscopia na regido do ultravioleta-visivel (UV-vis), espalhamento de
raios X a baixo angulo (SAXS); espalhamento de raios X a alto angulo (WAXS); analise
termogravimétrica (TG); microscopia eletrdnica de transmissdo (MET); Espectroscopia de
raios X por dispersdo de energia (EDS) e potencial zeta. Com a técnica de DRX
comprovamos a obtencdo de NP de ZnO na fase wurtizita sendo possivel o célculo do
tamanho do cristalito para as diferentes amostras utilizadas no estudo. Com a técnica de
UV-vis identificamos o comprimento de onda limite, dessa forma foi possivel calcular o raio
médio das NP que foi de 2,9 nm e 5,4 nm para as NP submetidas a 3 e 24 horas de reacéo,
respectivamente. Ainda através desta técnica foi possivel provar alta estabilidade das NP. A
temperatura de 600 °C foi selecionada por TG com finalidade de tratar termicamente as NP de
ZnO na ordem de 5 nm resultando no aumento do seu tamanho, dessa forma, DRX foi
utilizado para calcular o tamanho das NP, que passou a ser na ordem de 30 nm. De acordo
com SAXS foi possivel obter informacdes de tamanho, estrutura e crescimento das NP de
ZnO, sendo que apresentaram em geral tamanho na ordem de 5 nm. O potencial zeta mostrou
estabilidade das NP de ZnO dispersas em agua a pH alcalino. A MET mostrou particulas
relativamente esféricas com tamanho predominante de 5 nm. Assim, as diferentes técnicas
utilizadas para avaliar o tamanho das NP apresentaram grande concordancia entre si. Os
dados de EDS provaram que as NP de ZnO modificadas apresentam alto grau de pureza. A
avaliacdo da atividade antimicrobiana das NP de ZnO foi realizada pelos métodos de
Concentragdo Inibitéria Minima (CIM), Concentracdo Bactericida Minima (CBM) e
Concentracdo Fungicida minima (CFM), frente a Staplylococcus aureus, Escherichia coli e
Candida albicans e Microscopia eletronica de Varredura (MEV) em Staplylococcus aureus.
As NP de ZnO mostraram melhor atividade frente a Staphylococcus aureus. Foram
comparados os diferentes tamanhos das NP de ZnO em relagcdo ao seu efeito antibacteriano
sendo que as NP de ZnO de 5 nm foram mais eficazes para combater o crescimento
microbiano do que as NP de 30 nm. A formacdo de buracos na estrutura de contorno de
S.aureus foi evidenciada com a técnica de MEV ap0s contato das bactérias com NP de ZnO.
Os testes de citotoxicidade mostraram que as NP de ZnO ndo ocasionaram perda da
viabilidade celular em linhagem celular de queratindcitos humanos (HaCat), dessa forma o
material desenvolvido apresentou grande potencial para uso como antimicrobiano.

Palavras-chaves: Nanoparticulas. ZnO. Staphylococcus aureus. Escherichia coli.
Concentracdo Inibitoria Minima. Caracterizag&o fisico-quimica.



ABSTRACT

Metal oxides such as zinc oxide (ZnQO) are used as inorganic antimicrobial agents against
great diversity of microorganisms. Due the reduced size, ZnO nanoparticles (NP) are
promising to combat infections, since the decrease in particle size may result in better
antimicrobial activity, because of their smaller sizes, NP can more easily penetrate the
membrane or induce a greater production of reactive oxygen species (ROS). The aim of this
work was to develop suspensions and powders of ZnO nanoparticles with controlled size and
surface, in order to evaluate the influence of size and surface modification on ZnO
antimicrobial activity against bacteria Staphylococcus aureus and Escherichia coli and yeast
Candida albicans. The ZnO NP were prepared by the sol-gel process according to the
methodology proposed by Spanhel and Anderson (1991) with hydrolysis ratio modification
for NP size control followed by the addition of (3-Glycidyloxypropyl) trimethoxysilane
(GPTMS) as surface modifier. The nanomaterials obtained were characterized by different
techniques: X-ray diffraction (XRD); Ultraviolet-visible spectroscopy (UV-vis); small angle
light scattering (SAXS); high angle light scattering (WAXS); thermogravimetric analysis
(TG); Transmission electron microscopy (TEM); energy dispersive spectroscopy (EDS) and
zeta potential. With the XRD technique, we verified the obtaining of ZnO NP in the wurtizite
phase and it was possible to calculate the crystallite size for the different samples used in the
study. With the UV-vis technique we identified the limit wavelength, so it was possible to
calculate the mean radius of the NP that was of 2,9 nm and 5,4 nm for the NP submitted to 3
and 24 hours of reaction, respectively and through this technique it was possible to prove high
NP stability. The temperature of 600 ° C was selected by TG with the purpose of thermally
treating the ZnO NP size in order about of 5 nm resulting in the increase of its size, thus,
XRD was used to calculate the size of NP, which became in the order of 30 nm. According to
SAXS, it was possible to obtain information on size, structure and growth of ZnO NP, with
size of 5 nm in general. The zeta potential showed stability of the ZnO NP dispersed in water
at alkaline pH. The MET showed spherical particles with a predominant size of 5 nm. Thus,
the different techniques used to evaluate the NP size presented great agreement among
themselves. The EDS data proved that the modified ZnO NP are high purity. The
antimicrobial activity was performed by the Minimum Inhibitory Concentration (MIC),
Minimum Bactericidal Concentration (CBM) and Minimum Fungicide Concentration (CFM)
methods against Staplylococcus aureus, Escherichia coli and Candida albicans and Scanning
Electron Microscopy (SEM) in Staplylococcus aureus. The ZnO NP showed better activity
against Staphylococcus aureus. The different sizes of ZnO NP were compared to their
antibacterial effect, and the 5nm ZnO NP 30nm ZnO NP. The formation of holes in the
contour structure of S. aureus was evidenced with SEM technique after contact of the bacteria
with ZnO NP. Cytotoxicity tests showed that ZnO NP did not cause loss of cell viability in in
human keratinocyte cell line (HaCat), so the developed material presented great potential for
use as an antimicrobial.

Keywords: Nanoparticles. ZnO. Staphylococcus aureus. Escherichia coli. Minimal Inhibitory
Concentration. Physico-chemical characterization.
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1. INTRODUCAO

O aumento da resisténcia dos microrganismos aos antimicrobianos comerciais é uma
preocupacao mundial. Por esse motivo, a resisténcia microbiana é abordada com o intuito de
desenvolver novos sistemas capazes de combater infeccdes. O uso indevido de antibioticos
resultou na selecdo de cepas bacterianas resistentes (LEUNG et al., 2012) uma vez que as
bactérias podem gerar respostas adaptativas por meio de mutagcfes genéticas ou transferéncias
horizontais de elementos de resisténcia de bactéria para bactéria (DEREWACZ et al., 2013).
Da mesma forma, o uso prolongado e intenso de antifungicos levou a diminuicdo da
sensibilidade aos antifngicos utilizados para combater infeccGes, bem como ao aumento de
cepas resistentes (BADDIE; ALBORZI, 2011).

Em muitas infecgbes hd a presenca de cepas resistentes a praticamente todos os
antibioticos utilizados para combaté-las. Por exemplo, bactéria Staphylococcus aureus, que
comumente esta presente em infec¢bes pds cirdrgicas em tecidos moles e pneumonia
(JESLINE et al., 2014), pode ser resistente até mesmo a Meticilina e outros betalactamicos
(RAI, 2013).

E crescente o aumento da viruléncia de bactérias comensais, principalmente a
Escherichia coli, e como consequéncia, aumentou-se a fixacao, invasao e persisténcia celular
na mucosa intestinal (SARTOR, 2008). Nesse sentido, as bactérias intestinais podem acarretar
inflamacdes intestinais crénicas (SWISINSKI et al., 2002).

Na maioria das vezes 0s fungos sdo encontrados como saprofitos e ndo acarretam
danos a saude humana, em contrapartida, algumas micoses oportunistas causam infeccdes em
individuos com resisténcia imunologica baixa, como € o caso da Candida albicans, presente
em vaginites e em infecgdes orais (FAKHROUEIAN et al., 2014). A candidiase sistémica é
uma infecgdo invasiva que acomete pacientes pos-cirurgicos internados por tempo prolongado
durante a neutropenia ou apés realizacdo de transplantes, podendo causar a morte em
pacientes imunocomprometidos (BADDIE; ALBORZI, 2011).

Entre as alternativas para combater infecgbes, encontra-se 0 uso de agentes
antimicrobianos inorgénicos, ja que estes possuem algumas vantagens em relacdo aos
antimicrobianos organicos, como menor toxicidade, longa durabilidade, menor resisténcia
microbiana e boa seletividade (RANA et al., 2006; PADMAVATHY; VIJAYARAGHAVAN,
2016).
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O oxido de zinco (ZnO) é utilizado em diferentes &reas para controlar o crescimento
microbiano (FIROUZABADI et al., 2014) de grande diversidade de microrganismos, tais
como: Staphylococcus aureus (RAGHUPATHI et al., 2011; RAI, 2013; MANOHARAN et
al., 2015), Escherichia coli (IRELAND et al., 1993; LIU et al., 2009; LEUNG et al., 2012) e
Candida albicans (JANAKI et al., 2015; PASQUET et al., 2015).

Embora 0 ZnO seja utilizado como agente antimicrobiano em produtos farmacéuticos
e cosmeéticos, a diminuicdo do tamanho da particula para ordem nanométrica pode causar
mudancas em suas propriedades quimicas, elétricas e 6ticas, o0 que torna capaz de promover
novas aplica¢cdes (AHMAD; ZHU, 2011).

Os avangos em nanotecnologia permitiram obter particulas de distintas formas e
tamanhos e com grande area de superficie em relacdo ao volume, possibilitando a interacdo
com celulas microbianas, 0 que acarretou no desenvolvimento de novos agentes biocidas
(DURAIRAJ et al., 2015 ). Dessa forma, o uso de NP pode ser uma alternativa para
minimizar os casos de resisténcia microbiana e promover menor toxicidade (RAI, 2013).
Além disso, quando o tamanho do ZnO € reduzido para nanoescala, sua atividade
antimicrobiana pode ser aumentada (SIRELKHATIM et al.; 2015).

Entre as propriedades das NP de ZnO que podem influenciar no seu efeito
antimicrobiano, destaca-se o tamanho da particula. Dessa forma, alguns estudos abordaram
esse tema como o desenvolvido por Raghupathi e colaboradores, (2011), mostrando que as
particulas que apresentaram menor tamanho (12 nm) possuiram melhor atividade em relacéo
as maiores. Pasquet e colaboradores (2014) também avaliaram a atividade antimicrobiana de
NP de ZnO dependente do tamanho da particula, sendo que os resultados também mostraram
que a menor particula de 14,7 nm foi mais efetiva para combater o crescimento microbiano do
que as maiores. F E importante ressaltar que nesses estudos ndo foram avaliados a atividade

antimicrobiana de NP de ZnO menores de 10 nm.

Entre as formas de sintetizar NP de ZnO, o método sol-gel, desenvolvido por Spanhel
e Anderson, 1991 é promissor, uma vez que permite o uso de temperaturas amenas e da
origem a pequenos cristalitos. No entanto, essa sintese, resulta em NP de ZnO instaveis em
agua, o que limita seu uso bioldgico. Nos ultimos anos, como alternativa para melhorar a
estabilidade e permitir a dispersdo em meios aquosos das NP de ZnO, tem-se usado
modificadores de superficie (GHASEMI et al., 2009; GULIA; KAKKAR, 2013). Vale
ressaltar que ha grande importancia no uso dos modificadores de superficie em NP de ZnO
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para a aplicagdo como agente antimicrobiano, uma vez que os testes de atividade
antimicrobiana sdo realizados comumente em meios aquosos ou de cultura celular
(SIRELKHATIM et al.; 2015).

Entre os modificadores de superficie utilizados, os organosilanos destacam-se, pois
possuem baixa toxicidade e ligam-se de forma covalente a superficie hidroxilada das NP,
criando uma barreira de protecdo do ndcleo contra a 4gua, permitindo também a disperséo das
NP de ZnO em meios aquosos. Jana e colaboradores, (2007) revestiram diferentes NP (Au,
Au, Ag, Fe304, and ZnS-CdSe) com modificadores de superficie a base de silanos, obtendo
resultados positivos quanto a estabilidade em &gua das NP produzidas. Aboulaich e
colaboradores, (2012) realizaram a funcionalizacdo de pontos quénticos (PQ) de ZnO com
(poly)aminotrimethoxylsilanos. Os resultados mostraram que o0s PQ desenvolvidos
apresentaram boa bioviabilidade, alto rendimento quéantico e fotoluminescéncia em agua,
além disso, os PQ de ZnO revestidos com silanos tiveram boa estabilidade coloidal, mantendo
suas propriedades 6ticas por 14 dias enquanto dispersos em agua. (JANA et al., 2007;
ABOULAICH et al., 2012).

Pesquisadores vem explorado o potencial de aplicar modificadores de superficie como
os organosilanos em NP de ZnO para avaliar o efeito antimicrobiano, como abordado por
Cepin e colaboradores, (2015), que avaliaram diferentes modificadores de superficie a base de
silanos na atividade antibacteriana de NP de ZnO frente & E.coli e S.aureus mostrando
resultados positivos em todos os modificadores testados. As NP de ZnO modificadas inibiram
completamente o crescimento bacteriano na concentragdo de 0.125 g¢/L, apresentando

inclusive melhoria na atividade antimicrobiana em relagdo as NP de ZnO sem modificacao.

O uso do (3-GlycidyloxypropyDtrimethoxysilane (GPTMS) foi abordado em tese de
doutorado do nosso grupo de pesquisa. Nesse trabalho, o GPTMS foi aplicado como
modificador de superficie de PQ de ZnO com o intuito de aplica-los para o diagndstico e
vetorizacdo de farmacos. Os resultados apresentados mostraram que a modificacdo de
superficie pelo GPTMS permitiu a dispersdo dos PQ de ZnO em &gua, melhorando a sua
estabilidade e aumentando o rendimento fotoluminescente o que beneficia a utilizacdo dos PQ
de ZnO em diversas aplicacGes, como por exemplo, 0 uso destes como sondas bioldgicas
(RISSI et al., 2017).

Para a finalidade na atividade antimicrobiana de NP de ZnO, o uso do GPTMS foi
encontrado em um Unico trabalho, desenvolvido por Farouk e colaboradores, (2014), o qual

Bruna Lallo da Silva



18

abordou a sua aplicacdo em tecidos com propriedade antimicrobiana para industrias texteis.
Os resultados mostraram que as NP de ZnO com distribuicdo de tamanho de 30-60 nm
possuiram melhor atividade antimicrobiana contra E. coli do que as NP de ZnO de tamanhos

maiores.

O presente trabalho mostra alta relevancia, pois obteve NP de ZnO de diferentes
tamanhos, inclusive menores que 10 nm, com finalidade de estudar o efeito do tamanho e da
modificacdo de superficie com GPTMS em relacédo a atividade antimicrobiana desse material.
Além disso, a modificacdo de superficie é altamente importante para promover estabilidade
em &gua das NP de ZnO. A influéncia do tamanho das NP de ZnO em suas propriedades
antimicrobianas bem como o uso do GPTMS como modificador de superficie foi reportado
previamente por pesquisadores (FAROUK et al., 2014), no entanto ndo ha estudos que
correlacionam o efeito antimicrobiano de NP de ZnO modificadas com GPTMS menores de
30 nm e embora haja trabalhos avaliando a influéncia do tamanho das NP de ZnO em sua
atividade antimicrobiana, estudos que correlacionam esse aspecto para NP de ZnO menores

de 10 nm sao escassos.

2. OBJETIVOS

O trabalho tem por objetivo desenvolver suspensdes e pos de NP de ZnO, com
diferentes tamanhos e superficie modificada por GPTMS e avaliar o efeito tanto do tamanho
quanto da modificacdo da superficie das NP na atividade antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans.

3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Sintese de nanoparticulas de ZnO via sol-gel

Brus e Efros em meados de 1980 haviam observado que nanocristais de
semicondutores de diferentes tamanhos emitiam diferentes cores, propriedade oriunda do
confinamento quantico (EFROS, 1982; BRUS, 1986). Para cristais de alguns nanémetros de
tamanho, quando um foton com energia superior a da banda proibida do semicondutor é
absorvido, um par de elétrons-buraco (éxcitons) é formado, sendo que a combinacdo de um
par elétron-buraco leva a emissdao de um féton com comprimento de onda determinado pelas
dimensGes da nanoparticulas (HEYES, et al., 2007; ISNAENI, et al., 2011). Dentre estes

semicondutores, 0 ZnO tem esta caracteristica, além de que apresenta menor toxicidade
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quando comparado a nanocristais a base de Cadmio (XIONG, 2010), portanto, tornou-se

promissor em aplicacdes bioldgicas.

Entre as formas de sintetizar NP de ZnO com confinamento quéntico, o método sol-gel
possui vantagens, uma vez que essa via pode ser conduzida a temperaturas amenas e ser usada
em escala industrial (HIRATSUKA et al., 1995). Além disso, as condigdes de sintese podem
ser controladas, o que possibilita o acompanhamento das etapas de formagdo e crescimento

das particulas, o que permite controlar o seu tamanho (CAETANO et al., 2011).

O método sol-gel baseia-se no principio de que a partir da agregacdo de particulas
coloidais, ou até mesmo da polimerizacdo dos precursores em solucdo, seja possivel construir
uma rede sélida. As reacfes quimicas envolvidas nesse processo baseiam-se em hidrolise e
condensacdo (HIRATSUKA et al., 1995; CAETANO, 2010). A etapa de hidrolise do
precursor leva a formacdo de um grupo M-OH, onde M é um semimetal ou metal. A
modificacdo do pH da solucdo aquosa, resulta em protonacdo de éxido-ions anibnicos ou
desprotonacdo de aquo-ions catidnicos. A etapa que segue em ambos 0s casos é a
condensacao por oxolacdo ou olacdo (HIRATSUKA et al., 1995). A sintese sol-gel atingiu
grandes proporc¢des para a producdo de nanoparticulas de ZnO com Spanhel e Anderson em
1991. Essa rota de sintese, € capaz de produzir particulas de 2-6 nm e envolve basicamente
trés etapas. A primeira consiste na preparacdo de um precursor organometalico através da
adicdo de acetato de zinco ao etanol absoluto, que é mantido sob refluxo & 80°C por 180
minutos, formando um produto higroscopico. A segunda etapa envolve a adi¢do de uma base
ou agua ao precursor, promovendo a etapa de hidrdlise, formando uma suspensao coloidal e

por ultimo, ha a formacédo do sol por meio da concentracdo da suspensao coloidal.

A formacdo e crescimento de NP de ZnO a partir do método sol-gel vem sendo
investigado desde do final do século XX. Alguns pesquisadores se destacaram nesse estudo e

serdo citados para melhor compreensao do processo sol-gel na sintese de NP de ZnO.

A cinética de formacdo de suspensbes coloidais de NP de ZnO, catalisadas por
hidroxido de litio, foi estudada por espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS) por
Tokumoto e colaboradores, (1999). Os resultados mostraram que a formacdo de NP de ZnO é
composta por dois estagios. i) até 30 minutos, ha a formacdo continua de aglomerados com
cerca de 2 nm de didmetro, que aumenta em quantidade com o decorrer da reagdo, enquanto o

tamanho permanece constante. ii) durante a segunda fase, ha a formacdo de particulas
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coloidais primérias com raio de 6 e 10 nm, sendo que as particulas maiores sdo formadas

através da agregacao e coagulacao das menores (TOKUMOTO et al., 1999).

Tokumoto e colaboradores em 2003 avaliaram a influéncia do catalisador, temperatura
e razdo de hidrélise na formacdo de NP de ZnO produzidas via sol-gel. Os p6s de NP de ZnO
foram caracterizados quanto a sua composic¢do quimica por DRX, EXAFS e analise térmica
(TG-DTA). Os resultados mostraram que 0s p6s nao lavados sdo compostos de ZnO com
estrutura wurtzita, mas contém uma mistura de acetato de zinco e hidroxido acetato de zinco
(Zn-HDS), mas suas quantidades podem ser controladas pelos parametros da sintese sol-gel.
Por exemplo, p6s com a maior quantidade de NP de ZnO foram obtidos a baixa temperatura
sem catalisador ou utilizando catalise basica com LIOH. Os p6s com maior quantidade da
mistura de acetato Zn-HDS foram obtidos com catéalise basica a 40°C ou por adicdo de agua,
sendo a formacgdo Zn-HDS é resultante do mecanismo de dissolucéo e reprecipitacdo das NP,
Conforme demonstrado nesse trabalho, a quantidade de nanoparticula formada diminui
conforme aumenta a temperatura da reacdo, diminui a razdo de hidrolise ou através da
mudanca da catalise basica para a acida (TOKUMOTO et al., 2003). Vale ressaltar ainda que
pequenas quantidades de agua nas etapas de formacdo das NP pela via sol-gel resultam em

agregacao, precipitacdo e perda da luminescéncia (XIONG et al., 2010).

Ainda em 2003, Tokumoto e colaboradores, elucidaram a estrutura da conversdo do
acetato de zinco diidratado em um precursor de oxiacetato de zinco (ZnsO(Ac)s, 0 qual €
composto por um tetraedro, rodeado de 4 Zn?* que por sua vez é coordenado tetraédricamente
por um oxigénio. Esta etapa de formacdo do precursor € um aspecto importante para o
rendimento da reacgdo, e por esse motivo, o controle da temperatura do refluxo deve ser
cuidadosamente realizado, com a finalidade de evitar a formagao de NP ZnO nessa etapa, pois
a semelhanga estrutural entre o (ZnsO(Ac)s com a estrutura wurtzita do ZnO favorece a
condensacao dessa estrutura em ZnO. Com o controle desta etapa, a formagdo do precursor
em ZnO se d& numa segunda etapa pela adicdo de uma base onde ha substituicdo do acetato
por grupos hidroxilaveis, seguidos por oxalacdo gerando assim nanoparticulas de ZnO
(TOKUMOTO et al., 2003).

Caetano e colaboradores 2011, estudaram a formacdo, crescimento e agregacdo de
pontos quanticos de ZnO por medidas simultaneas in situ de UV-vis/SAXS e UV-vis/EXAFS.
A base KOH foi utilizada para promover a etapa de hidrélise e condensacdo, enquanto a
temperatura do processo foi mantida a 40°C. Os resultados mostraram que primeiramente
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ocorre a nucleacdo e crescimento das particulas de ZnO, que é desencadeado com o consumo
de oxiacetato de zinco. Em etapa intermediaria ha o crescimento compacto de agregados e
processo de coalescéncia das particulas primarias. A etapa seguinte mostrou o crescimento
fractal de agregados e por Gltimo, ocorre uma segunda etapa de nucleacdo e crescimento dos
agregados fractais. O que mostra que ap6s a etapa de nucleacdo, as particulas podem

continuar a crescer por processos de coalescéncia ou agregacao.

Essa revisdo teve o intuito de conhecer caracteristicas da sintese sol-gel, tendo em foco
0 acompanhamento dos processos de formacéo e crescimento das NP de ZnO. Dessa forma, é
possivel controlar o tamanho das particulas formadas, que é um dos aspectos considerados

relevantes para a atividade antimicrobiana do ZnO (descrita nos préximos itens).

3.2. Mecanismos de atividade antimicrobiana de NP de ZnO

A atividade antimicrobiana de NP de ZnO tem sido reportada em diversas pesquisas,
no entanto o exato mecanismo de toxicidade em bactérias e fungos ainda ndo foi bem
elucidado e permanece controverso. Por esses motivos, torna-se necessario uma revisao
acerca dos mecanismos tratados na literatura, pois diferentes mecanismos sdo propostos,
podendo acontecer simultaneamente e variar de acordo com 0s meios utilizados e os
parametros fisico-quimicos das NP de ZnO (SIRELKHATIM et al., 2015).

Entre 0s mecanismos propostos encontram-se a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) (SAWAI et al., 1998; RAGHUPATHI et al., 2011; APPLEROT et al., 2012;
GUO et al, 2015; PADMAVATHY; VIJAYARAGHAVAN, 2016); a destruicdo da
integridade celular pelo contato das NP de ZnO com a parede celular (BRAYNER et al.,
2006; ZHANG, et al., 2007); a liberacdo de ions Zn?* (BRUNNER et al., 2006; PASQUET et
al., 2015) e internalizacdo das NP de ZnO (BRAYNER, et al., 2006).

Um dos mecanismos mais atribuidos na literatura a atividade antimicrobiana de NP de
Oxidos metélicos é a producdo de ERO, como anion superdxido (O2), radicais hidroxilas (HO"
) e peréxido de hidrogénio (H20.) (SAWAI et al, 1998; GUO et al., 2015;
PADMAVATHY; VIJAYARAGHAVAN, 2016). Quando as NP de ZnO entram em contato
com a agua elas formam suspensdes e produzem altos niveis de ERO (BRAYNER, et al.,
2006), podendo causar destruicdo de componentes celulares como DNA, proteinas e lipideos
(SAWAI et al., 1998; APPLEROQOT et al., 2012; PADMAVATHY; VIJAYARAGHAVAN,
2016).
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Como um semicondutor, a estrutura eletrénica do ZnO consiste de uma banda de
conducdo (CB) e uma banda de valéncia (BV). Uma radiacdo de fétons, com energia maior
que o band gap, ou seja, maiores que 3.3 eV (hv) é imediatamente absorvida, dessa forma,
elétrons saem da BV e passam para a BC, o que inicia uma série de foto-reacbes (SEVEN et
al., 2004). Buracos positivos (h+) sdo formados na BV, e por sua vez, ha elétrons livres (e-)
na BC. Esses pares de elétrons formados dao inicio a diversas reagdes. Os “buracos” separam
as moléculas de agua em OH e H". As moléculas de oxigénio dissolvidas reagem com o par
de elétrons livres da banda de conducdo e sdo transformadas em anions superoxidos O, que
reagem com H* gerando radicais HO> que ap6s colidirem com os elétrons (e-) sdo
transformados em radicais hidroxilas (HO), que por sua vez podem reagir com ions
hidrogénio e produzir peroxido de hidrogénio que podem penetrar a célula e matar os
microrganismos (SAWAI et al, 1998, GUO et al, 2015, PADMAVATHY,;
VIJAYARAGHAVAN, 2016)

Como o peptidoglicano, constituinte da camada de contorno de bactérias, é carregado
negativamente, assim como os radicais hidroxilas e superdxidos, estes ndo podem penetrar a
membrana, no entanto, o contato direto causa danos. Dessa forma, essas espécies podem ser
encontradas fora da bacteria. J& o perdxido de hidrogénio é capaz de passar atraves da parede
celular, internalizando na célula bacteriana, podendo desencadear a morte celular (ZANG, et
al., 2007; PADMAVATHY; GUO, 2016).

Segundo alguns autores, devido as suas propriedades semicondutoras, 0 ZnO exibe
alta eficiéncia fotocatalitica, e isso pode contribuir para a sua atividade antimicrobiana (GUO
et al., 2015; SIRELKHATIM et al., 2015). Dessa forma, quando submetido a luz UV, o efeito
antimicrobiano de NP de ZnO pode ser otimizado, uma vez que h4 aumento na condutividade,
ativando as interacGes das particulas de ZnO com a célula bacteriana (SIRELKHATIM et al.,
2015).

Raghupathi e colaboradores, (2011) atribuiram o aumento da atividade antibacteriana
de NP de ZnO com o aumento da produgdo de ERO pelas NP quando submetidas a exposi¢do
de luz UV. Em contrapartida, alguns estudos demonstram que as ERO podem ser criadas
mesmo sem exposicao de luz (ADAMS, et al., 2006; HIROTA, et al., 2010).

Outro mecanismo foi proposto por Brayner e colaboradores (2006) que avaliaram 0s
impactos toxicologicos de NP de ZnO contra Escherichia coli. Os resultados mostraram que
contato com as NP de ZnO, as células bacterianas foram danificadas, apresentando uma
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desorganizagdo na membrana com aumento da permeabilidade da membrana, portanto, houve

um aumento da concentracdo de NP na membrana bem como sua internalizacéo.

Como visto anteriormente, nem sempre a toxicidade de NP de ZnO é dependente de
sua internalizacdo na célula bacteriana. Nesse sentido, as NP de ZnO podem localmente
causar mudancas no ambiente proximo a bactéria, produzir ERO, ou aumentar a solubilidade
das NP de ZnO, o que pode induzir a danos celulares. (HEINLAAN et al., 2008; HAJIPOUR
etal., 2012).

A toxicidade de NP de ZnO foi atribuida a liberagdo de fons Zn?* pelas NP de ZnO
podendo causar a diminuicdo do metabolismo de aminoacidos e perturbacdo do sistema
enzimatico. Li e colaboradores, (2011) avaliaram a toxicidade de NP de ZnO em E. coli
através de correlacdes com a liberacdo de Zn?* em diferentes meios. Os resultados mostraram

que a diminuicio de fons Zn?* nos meios resultou em menor toxicidade.

Em contrapartida, Li e colaboradores, (2012) mensuraram a atividade antibacteriana
de NP de ZnO de acordo com a producéo de ERO e liberagdo de fons Zn?* pelas suspensoes
de NP de ZnO. Os pesquisadores observaram que mesmo quando a concentragdo de Zn?* foi
de 1 mg/L nédo houve inibicdo em E.coli, no entanto, a taxa de crescimento de E.coli diminuiu
com o aumento de ERO, o que mostrou que a liberagdo de ions Zn?* teve um menor efeito na
atividade antibacteriana (LI et al., 2012)

Baek e An, (2011), também obtiveram resultados contrarios ao apresentado por Li e
colaboradores, (2011) atraves de estudos em relacdo a liberacdo de ions livres por
nanoparticulas, incluindo NP ZnO. Para isso, nesse estudo foram utilizadas cepas de
Escherichia coli, Bacillus subtilis e Staplylococcus aureus. Foram usadas quantidades
méaximas de ions metalicos que poderiam ser liberados pelas nanoparticulas. A uma
concentracdo de 125 mg/mL de NP de ZnO, foram liberados 6,8 mg/mL de ions zinco, no
entanto na avaliacdo da atividade dos ions livres, a inibicdo apresentou-se baixa (de 2 a 3%
para todas as cepas testadas), mas as NP de ZnO apresentaram alta toxicidade para todas as
cepas testadas. Dessa forma, os autores sugeriram que a atividade das NP pode estar

relacionada com a toxicidade intrinseca da particula metéalica.

NP de ZnO possuem atividade antibacteriana em Gram-positiva e Gram-negativa e
atividade antifingica (KAIRYTE et al., 2013), no entanto, a intensidade do efeito depende da
sensibilidade da bactéria (LEUNG et al., 2012). Um estudo realizado por Shinde e
colaboradores, (2014) sobre a atividade antimicrobiana de microesferas de ZnO (ZnO-MS)
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frente a Staphylococcus aureus e Escherichia coli sugeriu que a diferenca na suscetibilidade
as ZnO-MS das duas bactérias pode ser explicada pelo fato de possuirem diferencas em suas

camadas de contorno.

A figura 1 mostra as camadas de contorno de bactérias Gram-positivas (a) e Gram-
negativas (b). A camada de contorno de bactérias Gram-positivas contem uma espessa
camada de peptidoglicano a qual fornece uma barreira fisica, protegendo a célula do ambiente
além de ser responsavel por fixar polimeros como &cido teicoico e lipoteicdico e proteinas de
superficie (SCOTT; BARNETT, 2006; LEUNG et al., 2012).

A camada de contorno de bactérias Gram-negativas possui organizacdo complexa. Ha
uma fina camada de peptidoglicano e uma membrana externa que contem lipopolissacarideo.
As lipoproteinas sdo responsaveis por ligarem a membrana externa a camada de
peptidoglicano que esta localizada entre o espaco periplasmatico, formado entre a membrana
externa e a membrana citoplasmatica (CABEEN JACOBS-WAGNER, 2005; BRAYNER et
al., 2006; HAJIPOUR et al., 2012).

O peptidoglicano é constituido de aminoacidos e hidratos de carbono de unidades
repetidas, assim, as NP de ZnO podem interagir com os grupos acido carboxilico e amino. No
entanto, como a camada de peptidoglicano em Gram-negativas € menos espessa, torna-se
mais fécil a ruptura da membrana celular de bactérias Gram-negativas em relacdo as Gram-
positivas (SHINDE et al., 2014).
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Figura 1. Camadas de contorno de bactérias Gram-positivas (a) e Gram-negativas (b),
adaptada do artigo “Bacterial cell shape” (CABEEN; JACOB-WAGNER, 2005).
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Dutta e colaboradores, (2010) sugerem outro mecanismo que envolve a membrana de
bicamada lipidica de Gram-negativa porque pode ser mais sensivel as ERO produzidas pelas
NP de ZnO, uma vez que a camada de peptidoglicano e Gram-negativas é mais fina do que

em Gram-positivas.

Por outro lado, a diferenca entre os componentes presentes nas camadas de contorno
de Gram-positivas e Gram-negativas foi destacada por Tayel e colaboradores, (2011). Os
pesquisadores sugerem que Gram-positivas podem ser mais suscetiveis ao ataque de NP de
ZnO que gram-negativas. Isso pode acontecer porque a camada de peptidoglicano em
bactérias Gram-positivas pode promover o ataque de ZnO para dentro da célula, enquanto 0s
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componentes da camada de contorno de Gram-negativas, como o lipopolissacarideo (LPS)

podem conter esse ataque.

Possiveis mecanismos de atividade antifangica de NP de ZnO sdo descritos na
literatura. NP de ZnO podem entrar na célula por difusdo e endocitose e uma vez no
citoplasma, elas podem interferir na funcdo da mitocondria, promovendo a liberagdo de ERO
e Zn?*. Os jons liberados podem penetrar na membrana nuclear e reagir com o DNA e causar
danos reparaveis ou levar a danos cromossémicos irreversiveis, induzindo a morte celular
(SHOEB et al., 2013).

He e colaboradores, (2011) avaliaram o mecanismo de acdo e a atividade antiflngica
de NP de ZnO contra Botrytis cinerea e Penicillium expansum. As técnicas de microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) e espectroscopia de Raman foram utilizadas para avaliar as
mudancas morfolOgicas e composicao celular de hifas apos serem submetidas ao tratamento
com NP de ZnO. Os resultados mostraram inibicdo dos fungos testados, no entanto, P.
expansum foi mais sensivel. MEV e Raman indicaram diferengas na atividade antifungica.
Para B. cinera, houve ma formacdo das hifas, sugerindo inibicdo por afetar as fungbes
celulares e causar aumento de &cido nucleico, derivado da resposta das hifas aos estresses
oxidativos. Em contrapartida, NP de ZnO inibiram o desenvolvimento de conidi6foros e
conidia por P. expansum. A diferenca de suscetibilidade pode ser causada devido a tolerancia
inerente de cada fungo ou entdo pelo crescimento morfoldgico, uma vez que P. expansum

sofre mais exposicdo as NP de ZnO por crescer de forma mais densa na superficie do agar.

Lipovsky e colaboradores, (2011) estudaram a atividade antifingica de NP ZnO
mediadas por ERO contra Candida albicans. A histidina foi utilizada na pesquisa, pois ela
atua na remocao de radicais oxigénio e portanto, foi adicionada nas culturas de C. albicans
com finalidade de avaliar o efeito inibitério de NP ZnO mediado por ERO. Os resultados
mostraram que 5 nM de histidina inibiu o efeito antifingico. Os autores sugeriram que a
liberacdo de ERO em meio aquouso pode ser responsavel pela morte celular. Além disso, em
contato com a luz visivel, as NP de ZnO aumentam a taxa de morte celular. O efeito
antifingico foi maior com a diminuicdo do tamanho da particula e proporcional a
concentracdo de NP usadas.

Outro trabalho, desenvolvido por Shoeb e colaboradores (2013) também avaliou a
atividade anti-cAndida dependente da liberacdo de ERO pelas NP ZnO. As espécies reativas

foram mensuradas utilizando diacetato de diclorofluoresceina o qual interage com ERO,
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formando um composto fluorescente proporcional a concentracdo de ERO. Os resultados
mostraram alta atividade de NP ZnO dose-dependente. A concentracdo minima inibitdria foi
de 29.7ug ml™. A producdo de ERO foi proporcional a quantidade de NP utilizadas, portanto,
o0s autores concluiram que a atividade anti-candida de NP de ZnO esté ligada a producgéo de
ERO.

Janaki, e colaboradores, (2015) estudaram a sintese, caracterizacdo e atividade
antimicrobiana de NP de ZnO frente a varios microrganismos, entre eles Staphylococcus
aureus e Candida albicans. A investigacdo mostrou halos de inibicdo em varias
concentracOes de NP de ZnO. A inibicdo aumenta conforme maiores concentragdes de NP s&o
utilizadas assim como demonstrado por Liu et al. (2009) em que evidenciou o aumento da
atividade antibacteriana de NP de ZnO contra E. coli proporcional ao aumento da
concentracdo de NP de oxido de zinco incorporadas, até chegar a completa inibicdo quando

atingiu a concentragdo de 12mmol L™,

3.3. A influéncia dos parametros fisico-quimicos de nanoparticulas de 6xido de
zinco em relagéo a atividade antimicrobiana

O controle do tamanho e da morfologia das NP de ZnO é um dos fatores mais
importantes para a sintese dessas NP, assim deve-se respeitar os parametros reacionais a fim
de controlar as propriedades do material final (SHINDE et al., 2014). Portanto, as diferencas
morfologicas de NP de ZnO atraem atencdo, pois a toxicidade de NP de ZnO pode ser
alterada dependendo de sua morfologia. Nesse sentido, alguns estudos tem discutido o
impacto da morfologia de NP de ZnO na atividade antimicrobiana (STANKOVIC et al.,
2013; TALEBIAN et al., 2013).

Stankovi¢ e colaboradores, (2013) estudaram a influéncia da forma de NP de ZnO,
sintetizadas utilizando o método hidrotermal através do uso de diferentes tipos de agentes
estabilizantes, na atividade antimicrobiana contra E. coli e S.aureus. A forma e tamanho das
NP de ZnO foram investigados por MEV-FEG, mostrando diferentes estruturas: i) prismas
hexagonais com comprimento de 1 um e didmetro de 100 nm, usando polivinilpirrolidona
(PVP) como agente estabilizante; ii) elipsoides de comprimento de 500-600 nm e didmetro de
100 nm, utilizando o &cido poliglutaminico (PGA) como agente estabilizante; iii) esféricas
uniformes de didmetro de 100 nm, utilizando alcool polivinilico (PVA). O método de

contagem de col6nias foi utilizado para os testes antibacterianos. Diferentes concentracGes de
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NP de ZnO foram utilizadas (1, 2 e 5 mM) e tempo de exposi¢do (30 segundos, 5 e 10

minutos).

Melhores atividades antimicrobianas foram observadas para as particulas esféricas
sintetizadas utilizando PVA, que apresentaram menor tamanho e, consequentemente, maior
area de superficie. Os pesquisadores observaram que a morfologia tem diferente influéncia
para S. aureus e E.coli porque os pds preparados com PVP e PGA tiveram diferenca na area
de superficie maior que 100% e exibiram o mesmo nivel de atividade para E.coli, enquanto
para S.aureus, a dependéncia funcional é mais relacionada com as medidas de area de
superficie. Isso pode acontecer porque as células de E.coli sdo mais alongadas e, portanto,
entram em contato com maior nimero de particulas esféricas, 0 que pode ser outra explicagdo
do porque as particulas elipsoides obtidas com PGA tiveram similares atividades daquelas
obtidas com PVP (STANKOVIC et al., 2013).

Raghupathi e colaboradores, (2011) estudaram o efeito do tamanho das particulas de
ZnO na atividade antibacteriana. Os resultados mostraram que a viabilidade da célula diminui
significativamente com a diminui¢cdo do tamanho das particulas (de 212nm para 12nm).
Quando a particula apresentou tamanho maior que 100 nm a inibicdo de S. aureus sensiveis a
meticilina ndo foi total, nesse caso, as NP de ZnO tiveram funcdo bacteriostatica, entretanto,
as particulas menores que 12 nm nédo apenas inibiram o crescimento, mas também mataram a

bactéria S. aureus.

Um estudo desenvolvido por Pasquet e colaboradores, (2014) compararou a
sensitividade de Candida albicans; Aspergillus brasiliensis; Escherichia coli; Pseudomonas
aeuruginosa e Staphylococcus aureus frente a NP de ZnO com objetivo de estabelecer
correlagBes entre os parametros estruturais do 6xido de zinco e a atividade antimicrobiana.
Trés amostras de NP de ZnO foram caracterizadas em rela¢do ao tamanho do cristal, area de
superficie, porosidade e particulas agregadas em meio aquoso e caldo Muller Hinton. A
atividade antimicrobiana foi avaliada por medidas de disco difusdo e CIM das NP para cada

microrganismo testado.

Os resultados apresentados por Pasquet e colaboradores, (2014) mostraram que a
atividade antimicrobiana foi dependente da area de superficie, mas ndo de forma especifica, O
efeito fotocatalitico foi mais dependente da cristalidade do que da area especifica. O tamanho
do aglomerado nédo foi um parametro relevante, pois tamanhos menores foram obtidos e

resultaram em menores atividades para as cepas testadas, no entanto a formacgédo de
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aglomerado deve ser evitada’, para minimizar a sedimentacdo e manter a homegeneidade da
suspensdo. Dessa forma, concluiram que alta atividade antimicrobiana requer pequeno
tamanho do cristalito, poros grandes e alta porosidade (medida do tamanho do poro e volume

total de poros).

Padmavathy e Vijayaraghavan, (2008) sintetizaram NP de ZnO em diferentes rotas e
correlacionaram o tamanho das particulas obtidas com sua atividade antimimicrobiana. Testes
de disco-difusdo foram utilizados para correlacionar a zona de inibicdo com a habilidade do
agente antimicrobiano romper a célula. O tamanho da zona de inibicdo aumentou com a
diminuicdo do tamanho da particula o que pode ser correlacionado com a capacidade das
particulas de romperem a membrana da bactéria. A concentracdo inibitéria minima (CIM) e
concentracdo biocida minima (CBM) foram mensuradas. Em menores concentraces que 1
mM de nanoparticulas, nenhuma atividade antibacteriana foi observada para nenhuma
amostra testada, em 1 mM as NP tiveram atividade bacteriostatica, e de 5-100 mM a atividade
foi bactericida. As particulas obtidas continham tamanho de 12 nm, 45 nm e 2 um. Os
pesquisadores observaram que tanto em baixas concentragdes, quanto em altas, as suspensoes

de particulas com tamanho de 12 nm foi mais eficiente que as outras particulas.

Uma pesquisa realizada por Dutta e colaboradores, (2010) teve por objetivo avaliar as
mudancas das vacéncias de oxigénio, o efeito do tamanho, dopantes e modificagfes na
ancoragem de ZnO sobre as propriedades antibacterianas de NP de ZnO. Os resultados
apresentados evidenciaram que um dos fatores mais importantes, responsaveis por regular o
mecanismo de toxicidade, sdo as diferencas nas vacancias de oxigénio, com a alteracdo das
propriedades de ZnO, bem como o tamanho da particula, uma vez que particulas menores
apresentaram grande area de superficie em relacdo ao volume e, portanto, podem penetrar
para dentro da célula bacteriana. Além disso, 0 aumento das vacancias de oxigénio €
responsavel por carregar positivamente as NP de ZnO, possibilitando interacdo destas com a

camada de contorno da bactéria, que possui carga negativa (DUTTA et al., 2010).

3.4. Modificacdo de superficie das nanoparticulas de ZnO

Embora os usos de NP de ZnO sejam diversos, a instabilidade em agua limita 0 uso
bioldgico, uma vez que as biomoléculas como DNA, peptideos e proteinas estdo presentes em
meios aquosos. Dessa forma, a modificacdo de superficies de NP de ZnO é realizada com a

finalidade de melhorar a dispersdo em biomoléculas. Por estes motivos, diferentes estratégias
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tem sido exploradas na tentativa de modificar a superficie de NP de ZnO e torna-las estaveis
em agua (GHASEMI et al., 2009). A instabilidade em agua também esta relacionada a perda

da luminescéncia e a agregacgédo dos pontos quanticos (GULIA; KAKKAR, 2013).

Pesquisas mostram que entre as alternativas utilizadas para estabilizar NP de ZnO esta
a modificacdo de superficie através do uso de organosilanos, pois suas moléculas ligam-se de
forma covalente a superficie hidroxilada das NP, tornando-as estaveis em agua por criar uma
protecdo do nucleo com a agua (JANA et al., 2007; ABOULAICH et al., 2012).

As propriedades de superficie dos nanomateriais alteram suas interacBes com as
celulas, o que pode interferir no efeito antimicrobiano de NP de ZnO (LEUNG et al., 2012).
Os mecanismos de toxicidade de como a producédo de Zn?*e as interagdes de NP de ZnO com
a membrana sdo afetados pelos revestimentos de superficie, pois, provavelmente, as
caracteristicas de superficie auxiliam as interacdes das NP com a parede celular de bactérias e
fungos (FAKHROUEIAN et al., 2014). Diferentes atividades antimicrobianas sdo encontradas
nas amostras de NP de ZnO, que aumenta com o0 aumento da quantidade de ZnO (FAROUK
etal., 2014).

Leung e colaboradores, (2012) estudaram a atividade antimicrobiana de NP de ZnO
com superficie modificada. A pesquisa teve por objetivo avaliar a atividade antibacteriana de
nanoparticulas, modificadas com diferentes silanos: i) dodecyltrichlorosilane, ii) (3-
aminopropyl) trimethoxysilane e iii) 3-(methacryloyloxy) propyltrimethoxysilane em
bactérias gram-positivas Bacillus atrophaeus e Enterococcus faecium e gram-negativas E.coli.
De acordo com os resultados apresentados, diferentes modificadores de superficie podem
alterar a atividade antibacteriana do ZnO, uma vez que alteram a producéo de Zn?" e espécies
reativas de oxigénio, no entanto, maiores quantidades de Zn?* néo esta relacionado com o
aumento da atividade, uma vez que uma das amostras contendo o modificador (3-
aminopropyl) trimethoxysilane exibiu menor producdo de Zn?* e ao mesmo tempo melhor
atividade. As bactérias morrem com ou sem o modificador por envolver danos a membrana
celular. Revestimentos de superficie a base de silanos, contendo grupamento amino podem
causar danos a estrutura celular deformando-a, ou seja, mesmo sem o ZnO, eles podem
possuir atividade antibacteriana por causarem mudancgas na permeabilidade da membrana e

por esse motivo, vazamento de contetidos celulares.

Moussodia e colaboradores, (2010) realizaram modificacdo de PQ de ZnO, pela
ligacdo covalente de poli(amido amina) (PAMAM), que possui natureza ramificada e grupos
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multivalentes disponiveis para ligacdo e alta afinidade em agua, assim, manteve-se a
caracteristica luminescente. Por esse motivo, pontos quanticos de ZnO obtidos foram

utilizados para obter imagens de Staphylococcus aureus através de microscopia confocal.

Um estudo realizado por Arakha e colaboradores, (2015) mostrou modificacbes em
NP de ZnO resultando em dois tipos de superficie com potenciais opostos e estabeleceu uma
correlacdo com o potencial zeta das células bacterianas, a carga de superficie das NP e o
efeito antibacteriano. Os resultados mostraram que particulas carregadas positivamente
apresentaram maior atividade antimicrobiana em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
em comparacao as carregadas negativamente, ja que estas estabelecem forca de repulsdo com

a superficie bacteriana que também possui cargas negativas.

A modificacho de superficie em NP de 2ZnO, contendo o (3-
glycidyloxypropy)ltrimethoxysilane (GPTMS), foi realizada por trabalho desenvolvido por
Farouk et al., (2014), acerca da atividade de NP de ZnO como agente antibacteriano, aplicado
em industrias téxteis. Para essa finalidade, foram realizados testes de disco-difusdo, com a
observacdo do didametro da zona de inibicdo proporcional & atividade de NP de ZnO
modificadas com GPTMS. O teste foi realizado contra M. luteus e E.coli. Os resultados
mostraram que as amostras de algodao contendo ZnO modificado com GPTMS, apos 5 horas
de tratamento, reduziram a contaminagdo de E. coli em 98,8% e de M. luteus em 97,3%. O
polimero sozinho ndo teve inibicdo, por isso pode-se concluir que o material téxtil

desenvolvido teve atividade antibacteriana promissora.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais e equipamentos

Materiais

¢ Acetato de zinco diidratado (Zn (CH3C0OO0)2.2H20) — Qhemis, 99-102,5%;
e Hidroxido de Litio monoidratado - Vetec Quimica Fina, 98%;

e Alcool Etilico absoluto PA — Synth, 99,5%;

¢ (3- Glycidyloxypropyl)trimethoxysilane (GPTMS), Sigma;

e Heptano — Synth, 99%;

Bruna Lallo da Silva



32

e Agar Mueller Hinton- - Acumedia;
e Meio RPMI1640 — Sigma-Aldrich;
e Agar Sabouraud- Acumedia;

e Ampicilina- Medley genéricos;

¢ Anfotericina B- Sigma-Aldrich;

¢ Fluoconazol;

e Dimetilsulfoxido- Labsynth;

e Resazurina- Sigma-Aldrich.

Equipamentos

e Lavadora ultrassonica Digital SoniClean 2- Seers Medical;

¢ Centrifuga- Solab Centrifuga SL-700;

e Estufa a vacuo- Microtube;

e Espectrofotémetro Cary 60 UV-Vis;

e Microscopio Eletronico de Transmissdo- PHILIPS; modelo CM 200 SUPER TWIN;

e Difracdo de Raios X- SIMENS modelo D5000, DIFFRAC PLUS XRD Commee;

¢ SDT 600 Simultaneous DTA/TG da TA Instruments;

e Detector Pilatus 300K- Dectris;

e Forno Linkan- DSC600;

e Detector Pilatus 100K- Dectris;

e Phmetro; PG2000, da Gehaka;

e Balanca digital Ohaus;

¢ Agitador de tubos — Vision KMC 1300V

¢ Autoclave vertical — Fabbe 103;

e Bico de Bunsen

e Camara de fluxo laminar — Veco

e Camara de Neubauer - Boeco

e Estufa de incubacgdo bacterioldgica— Fanem 315 SE

e Micropipetas e multicanais com volume ajustavel de 5 a 50 uL, 40 a 200 pL, 200 a
1000 pL- High tech lab

e Ponteiras descartaveis para volume de 5 a 200 uL ¢ 200 a 1000 puL
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Sistema de purificacdo de agua Milli Q — Millipore
Placas de 96 pocos- TPP 92096 e Costar ;

Placas de Petri;

Palito de dente esterilizado;

Ponteiras descartaveis para volume de 5 a 200 uL ¢ 200 a 1000 pL;

Vidrarias em geral.

4.2. Sintese das NP de ZnO

4.2.1. Preparagéo do precursor de oxiacetato de zinco

As NP de ZnO foram originadas a partir de um precursor, sintetizado através de uma
solugdo contendo etanol absoluto e acetato de zinco Zn(CH3C00)2.2H20 (0,1 mol. LY),
mantida sob refluxo durante 2 horas a 80°C. Foi acoplado ao sistema de destilagdo um baldo
com gas nitrogénio com a finalidade de evitar o contato da solugdo precursora com a umidade
do ambiente. Apos passadas 2 horas, houve a adicdo de 500 mL de etanol absoluto, resultado
em uma solucgdo contendo 0,05 mol. L de acetato de zinco Zn(CH3sC0OO)2.2H20. A solucéo
precursora foi resfriada a temperatura ambiente e armazenada no freezer a temperatura de -
10°C.
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Figura 2. Esquema de preparacgéo do precursor

4.2.2. Suspensdo coloidal de nanoparticulas de ZnO

A etapa de condensacéo e hidrolise foi realizada para a obtencdo das nanoparticulas de
ZnO a partir da adicdo de hidroxido de litio (LiOH) a solucdo precursora. A quantidade de
LiOH variou para dar origem a diferentes razdes de hidrolise r= [OH']/[Zn**] com a
finalidade de avaliar as mudancas de tamanho das NP sintetizadas em diferentes razfes de
hidrdlise. Apés a adigdo de LiOH ao precursor, as amostras foram submetidas ao banho de
ultrassom (Lavadora Ultra- Sénica Digital SoniClean 2 — Seers Medical) a temperatura de
50°C em diferentes tempos. Ao final da reacdo (interrompida em 3 e 24 horas de sintese por
meio da refrigeracdo a -5°C), obteve-se suspensdes coloidais de nanoparticulas de ZnO.
Atraves da adicdo do heptano a suspensdo de NP de ZnO, na propor¢do NP: heptano de 4:1
foi possivel obter um precipitado, o qual foi centrifugado por 10 minutos a 4000 rpm e seco

em estufa a vacuo a temperatura ambiente.
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4.2.3. Modificacdo da superficie de nanoparticulas de ZnO

A modificacdo de superficie de nanoparticulas de ZnO foi realizada através da ligacao
com (3-Glycidyloxypropyl)trimethoxysilane (GPTMS) com a superficie das nanoparticulas de
ZnO com o intuito de torna-las estaveis em &gua e assim possibilitar aplica¢cdes bioldgicas.
Para isso, foi adicionado a 10 mL de suspensao de ZnO, 0,1 M de GPTMS e 0,2 M de LiOH,
promovendo assim uma nova etapa de hidrélise e condensacao. A reacdo ocorreu em banho
de ultrassom a temperatura ambiente durante 30 minutos. Ao final da rea¢do pode-se observar
a formacdo de um precipitado branco, que foi separado através de centrifugagdo por 10
minutos a 4000 rpm e seco em estufa a vacuo a temperatura ambiente. A tabela 1 representa
os diferentes tipos de amostras que foram estudadas durante o trabalho e suas condic¢des de

sintese.

Bruna Lallo da Silva
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Amostra Descricao
r = [OH]/[Zn*] = 1.4 sintetizada em 24
r=14 horas a 50°C e modificada com GPTMS
6.0 r = [OH]/[Zn?'] = 6.0 sintetizada em 3 horas
r==6.

a 50°C e modificada com GPTMS

ZnO_GPTMS_3h

r = [OH]/[Zn?"] = 1.0 sintetizada em 3 horas
a 50°C e modificada com GPTMS

Zn0O_3h

r = [OH]/[Zn?*"] = 1.0 sintetizada em 3 horas
a 50°C com auséncia de GPTMS

ZnO_GPTMS_24h

r = [OH]/[Zn?*] = 1.0 sintetizada em 24 horas
a 50°C e modificada com GPTMS

ZnO_24h

r = [OH-)/[Zn2+] = 1.0 sintetizada em 24

horas a 50°C com auséncia de GPTMS

ZnO_GPTMS_3h_mufla

r = [OH-)/[Zn2+] = 1.0 sintetizada em 3 horas
a 50°C e modificada com GPTMS, seguida
por tratamento térmico na mufla por 5 horas a
600°C

ZnO_3h _mufla

r = [OH]/[Zn?"] = 1.0 sintetizada em 3 horas
a 50°C com auséncia de GPTMS, seguida por
tratamento térmico na mufla por 5 horas a
600°C

ZnO_GPTMS_24h _mufla

r = [OH)/[Zn*"] = 1.0 sintetizada em 24
horas a 50°C e modificada com GPTMS,
seguida por tratamento térmico na mufla por
5 horas a 600°C

ZnO_24h _mufla

r = [OH]/[Zn*"] = 1.0 sintetizada em 24
horas & 50°C com auséncia de GPTMS,
seguida por tratamento térmico na mufla por
5 horas a 600°C
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4.3. Métodos de caracterizacao das nanoparticulas de ZnO

4.3.1. Espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS)

SAXS é um método analitico utilizado para determinar a estrutura de sistemas
nanoparticulados de materiais sélidos, liquidos contendo sélidos, entre outros. O tamanho das
particulas ou das estruturas que podem ser mensurados por SAXS é na ordem de 1 a 100 nm,
dessa forma, pode-se obter informacdes de tamanho, a forma e a quantidade dos objetos
espalhadores, tais como: moléculas bioldgicas dispersas em um meio liquido, polimeros,
micelas e NP em um meio homogéneo (SCHANABLEGGER; SINGH, 2013).

A técnica de SAXS também permite explorar informacbes sobre a distribuicdo
espacial de particulas no meio, além de fornecer detalhes sobre suas interacdes no caso de
sistemas anisotropicos. A estrutura e as interacfes com o sistema podem ser investigadas por
analises da variacdo da intensidade de raios X espalhados em funcdo do angulo de
espalhamento © (MANAIA, 2016).

Os perfis das curvas de SAXS para sistemas diluidos de particulas podem fornecer
maiores informagGes sobre os parametros das NP, tais como: tamanho, forma e presenca de
agregados. Através de um plot log da intensidade de q versus g das curvas de SAXS pode-se
observar uma regido linear a baixos valores de g, chamada de regido de Guinier, a qual
fornece o raio de giro (Rg) dos objetos espalhadores que € correspondente ao raio da particula
individual e/ou agregados. Essa regido é valida no intervalo (0<gq<1/Rg), (GUINIER;
FOURNET, 1955; CAETANO et al., 2011; MANAIA, 2016).

As medidas de SAXS das nanoparticulas de ZnO com e sem modificacdo pelo
GPTMS foram realizadas no Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS-Brasil), na linha
SAXSI. Esta linha ¢ equipada com um monocromador (A= 1,488 A) e um detector vertical
localizado cerca de 0,9m da amostra e um analisador multicanal para registrar a intensidade
do espalhamento 1(g), em funcdo do vetor de espalhamento, q. Com essa técnica foi possivel

acompanhar o crescimento e o tamanho das NP de ZnO.

Para estudos de crescimento, o precursor foi previamente preparado seguindo 0s
processos descritos na metodologia. Uma solugédo etandlica de LiOH foi preparada a 0,1 M.
Tanto a solucdo de LiOH quanto o precursor foram colocados em um capilar em volume
necessario para resultar em r = [OH]/[Zn?*] = 1.0 e posteriormente esse capilar foi adicionado

ao forno Linkan, que permitiu o controle da temperatura em 50°C por 180 minutos.
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Vale ressaltar que os dados de SAXS foram normalizados levando em conta o tempo
de aquisicdo e transmissdo de cada amostra, sendo que a intensidade dispersa dos porta
amostras e 0s solventes utilizados como etanol e 4gua foram subtraidos da intensidade total. A
analise dos dados foi realizada utilizando o pacote de software SASFIT. (KOHLBRECHER;
BRESSLER, 2014).

4.3.2. Potencial zeta

O potencial zeta das dispersdes de nanoparticulas de ZnO em agua foi medido com o
equipamento ZetaSizer Nano ZS Zen3600 (Malvern Instruments) através da titulacdo acido-
base. Duas concentracdes das NP de ZnO foram utilizadas, sendo 5mg/ml e 0,5mg/mL. As
medidas foram feitas em triplicata e o pH foi ajustado com solug6es de HCI (0,1 M) e NaOH
(0,12 M), dentro do intervalo de pH 3-11.

4.3.3. Espectroscopia de absorc¢do na regiao do ultravioleta-visivel (UV-Vis)

Os espectros de absorcdo no UV-Vis das suspensdes de ZnO e da dispersao de ZnO
GPTMS em &gua foram coletados usando o Espectrofotdmetro Cary 60 UV-Vis utilizando a
sonda de imersdo com probe de caminho 6tico de 2 mm. A faixa de comprimento de onda
variou de 200 a 500 nm, sendo o tempo médio de leitura de 0,2 s e o intervalo de dados de
1nm. O etanol foi utilizado para realizar a medida de linha de base dos experimentos para as
suspensdes coloidais de ZnO enquanto a agua mili-Q foi utilizada como linha de base para as
amostras dispersas em agua. O teste de estabilidade da suspensdo de NP de ZnO e das
dispersdes de NP de ZnO em é&gua também foram realizados a partir dos espectros de

absorcdo no UV-vis.

A determinacdo do tamanho médio das NP de ZnO pode ser calculada a partir do
comprimento de onda limite (Ac), por meio do método proposto por Nidelijkovic, determinado
através da intersec¢cdo da tangente ao pico excitonico até o limiar do comprimento de onda
(NEDELIJKOVIC et al., 1993). A partir do Ac, com a equacgédo | proposta por (BRUS, 1986)
foi possivel calcular o tamanho médio das NP ja que o comprimento de onda limite esta
relacionado com a banda proibida (Eg= h¢/ Ac), onde h é a constante de Planck e ¢ é a

velocidade da luz, encontrando o valor de Eg é possivel obter o raio da particula.
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h? ( 1 1 ) 1.786e2
E -

g(@D) — Epuire + 8R2 \m; m;,

(Equacéo I.)
Onde:

Eg = gap de energia da particula;

Eg "'k = gap de energia da particula semicondutora;

h =h/ 2=, sendo h constante de Plank, assumindo valor de 6,62 x 1034 J-s
R= raio da particula;

e = carga do elétron = 1,603 x 10° C;

€0 = permissividade do espaco livre = 8,854 x 104 F;

€ = permissividade relativa = 3,7;

mo = massa do elétron livre = 9,110 x 107! kg;

me *= massa efetiva do elétron = 0,24;

mh *= massa efetiva do buraco = 0,45

4.3.4. Analise Termogravimétrica

O equipamento utilizado para obtengdo dos termogramas foi 0 SDT 600 Simultaneous
DTA/TG da TA Instruments, do Grupo de Fisico Quimica de Materiais (GFQM) do Instituto
de Quimica (IQ) UNESP Araraquara. As amostras foram acondicionadas em cadinhos de
alumina de 90pL e aquecidas com uma taxa de 10 ° C/min sob fluxo de nitrogénio de
50mL/min. As medidas foram monitoradas entre 25 e 1000°C. ApoOs a analise
termogravimétrica utilizou-se uma Mufla Bravac Contemp TCM77 para tratar os pés
termicamente. Os cadinhos de porcelana foram tratados previamente através de aquecimento
gradual na mufla e armazenados no dessecador para evitar contato com umidade. As amostras

foram adicionadas nos cadinhos tratados e aquecidas de 25°C a 600°C por 5 horas.
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4.3.5. Difragéo de raios X
Os raios X difratados por um material cristalino a angulos especificos obedecem a lei
de Bragg: 2d sin 6 = nl, onde d é a distancia interplanar; n € um nimero inteiro, 1 é o

comprimento de onda dos raios X e 6 é o &ngulo de espalhamento (DONG; BOYD, 2011).

E possivel calcular o tamanho do cristalito (D) para cada direcdo cristalogréfica

através da férmula de Scherrer:

D=K.Mp.cos©® (Equacao II)

Onde, K ¢ o fator de forma, e para o ZnO assume o valor de 0,89; A é 0 comprimento
de onda dos raios X utilizado no experimento; ¢ a largura meia altura, em radianos e ©

corresponde ao angulo de difracdo de Bragg (SCHERRER et al., 1995).

Para a realizacdo da difratometria de raios X das amostras em pé foi utilizado o
difratbmetro de raios X, marca SIEMENS, modelo D5000 do GFQM-IQ- UNESP

Araraquara. Os parametros utilizados foram 20 = 5 — 70°; passo 0,01°; tempo = 1 segundo.

4.3.6. Espalhamento de raios X a alto angulo (WAXS)

As medidas de WAXS foram realizadas no Laboratdrio nacional de luz sincrontonn na
linha SAXS1 através do acoplamento de um detector Pilatus 100 da Dectris, usado para

aquisicdo das imagens de WAXS.

4.3.7. Microscopia Eletronica de Transmissédo (MET)

O equipamento utilizado para realizar as micrografias foi o0 Microscopio Eletrénico de
Transmissédo PHILIPS, modelo CM 200; SUPER TWIN. As amostras de NP de ZnO diluidas
foram devidamente gotejadas em grades de carbono, sendo possivel também observar

imagens de alta resolucéo.

4.3.8. Espectroscopia de raios X por dispersao de energia (EDS)

Através de um detector acoplado a camara de vacuo do microscopio eletrénico de
transmissdo foi possivel utilizar a técnica de EDS para fornecer uma andlise elementar das

amostras.
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4.4. Avaliacao do potencial antimicrobiano

4.4.1. Determinacdo da Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

A metodologia para determinagdo da CIM indica a menor concentragdo capaz de inibir
0 crescimento de um microrganismo. Para as cepas bacterianas Staphylococcus aureus
(ATCC 25923) e Escherichia coli (ATCC 25922) foi utilizado a metodologia segundo a
Norma M7-A10 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI, 2016)
adaptada, usando microplacas de 96 pogos e meio Mueller Hinton. Para determinacéo da CIM
das cepas de levedura Candida albicans (ATCC 90028) foi utilizada metodologia segundo a
Norma M27-A3 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) de 2008 adaptada,
usando microplacas de 96 po¢os e meio RPMI sem glicose (CLSI, 2008).

A ampicilina foi usada como antimicrobiano para as cepas bacterianas e para as cepas
de leveduras foram utilizados a anfotericina B e o fluoconazol. Para a determinacéo da CIM,
as amostras de NP de ZnO suspensas foram obtidas a partir de uma dilui¢cdo (50,0mg/mL em
DMSO) com finalidade de resultar em uma suspensao final com concentracdo de 5 mg/mL de
NP de ZnO dispersas em agua. O uso do DMSO foi apenas para as amostras que nao
continham GPTMS e necessitavam serem dispersas em agua para possibilitar a realizagdo do
teste. A determinacdo da concentracdo das NP de ZnO a 5 mg/mL foi realizada através de um
levantamento bibliografico, em que foi possivel encontrar uma pesquisa, desenvolvida por
Arakha e colaboradores, 2015, que acessou a atividade antimicrobiana de NP de ZnO por
meio da determinagdo da CIM, utilizando uma suspensdo estoque de NP de ZnO com
concentracdo de 5 mg/mL.

Os testes foram realizados em camara de fluxo laminar com presenca de chama. O
inoculo bacteriano foi obtido segundo a turvacdo na escala 0,5 de McFarland utilizando o
meio caldo Mueller Hinton, enquanto a concentracdo do indculo de leveduras foi obtida
segundo a contagem na Camara de Neubauer, visando 2x10 *UFC/mL células/mL, utilizando

solucdo salina 0,9%.

Nas placas foram realizados os controles positivo para a determinacdo do crescimento
microbiano e negativo para a confirmagdo da esterilidade do meio. O controle positivo de
farmaco visou a confirmacdo da inibicdo pelo farmaco de referéncia, enquanto o controle

negativo do DMSO foi realizado com objetivo de eliminar a interféncia do solvente na
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inibicdo dos microrganismos, além disso as amostras também passaram por controle de

esterilidade.

Foram adicionados 100 pL de meio na microplaca de 96 pocos e a seguir 100 pL de
amostra na concentracdo inicial e de controle da amostra. Também foi adicionada amostra de
controle do farmaco. Apés foi realizada a dilui¢do seriada, na qual as amostras e os controles
dos farmacos nos pocos iniciais foram transferidos para 0s pocos seguintes, sempre
homogeneizando e transferindo 100 pL para o proximo pogo, sendo descartado 100 puL no
ualtimo poco. Apos a diluicdo seriada, adicionou-se o in6culo. Para isso, foi utilizado a escala
0,5 MC Farland previamente preparada e armazenada na geladeira para ajuste do inoculo
bacteriano. O caldo Mueller Hinton de crescimento foi agitado e aproximadamente 100 a 200
uL desse caldo foi adicionado a salina contida no tubo para comparacdo até apresentar a
mesma turbidez da escala 0,5 Mc Farland. A suspensdo devidamente ajustada foi diluida
1:100 em meio Mueller Hinton e devidamente homogeneizada. Aplicou-se 100 pL dessa

diluicdo em cada pogo da placa, exceto nos controles da amostra e de esterilidade do meio.

A concentragdo do indculo para Candida albicans foi de 2x10* células/mL e para o
preparo do indculo de levedura, foi utilizado o caldo Sabouraud de repique (100 a 200 L),
que foi passado para salina e da salina para a cdmara de Neubauer para a realizacdo da
contagem. Ap6s a homogeneizacdo foram aplicados 100 pL em cada poco da placa, exceto
nos controles da amostra e esterilidade do meio. As placas foram incubadas a 37°C por 24
horas em estufa microbiolGgica para as bactérias e para as leveduras durante 24 horas na

temperatura de 35,5°C com agitacdo de 100 rpm.

A inibicdo do crescimento bacteriano foi evidenciada pela adi¢cdo de 30 pL de uma
solucdo aquosa de resazurina apos a incubacdo de 37°C por 1 hora. A resazurina € um corante
(fenoxazin-3-ona) indicador de 6xido-reducdo, que é utilizado para avaliar viabilidade celular
(PALOMINO et al.,, 2002; MONTEJANO, 2005). A conversdao da resazurina pela
desidrogenase em produto reduzido, a resorufina (figura 3) pode ser acompanhado pela
mudanca de cor azul, que absorve em 610 nm, para a cor rosa da resorufina, que absorve em
580 nm (BROUWER, 1991).
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Figura 3. Conversdo da Resazurina, adaptada do artigo “Cell Viability Assays” (RISS et al.,
2016).
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A presenca da cor azul representa auséncia de crescimento enquanto a cor rosa é
interpretada como presenga de crescimento microbiano. Foi determinada como concentragdo
inibitria minima a menor concentragéo que inibiu o crescimento microbiano. Apos o periodo
de incubacéo, a leitura visual das placas foi realizada e, em seguida foram retiradas amostras

para determinacao da concentracdo bactericida minima (CBM) e fungicida minima (CFM).

4.4.2. Determinacgdo da Concentracéo Bactericida Minima (CBM) e fungicida
minima (CFM)

Apos a leitura visual da placa de 96 pocos, uma placa de Petri com agar Mueller
Hinton e Sabouraud previamente preparada foi utilizada para in6culo. Foi impresso um guia
representativo dos pocos da placa de 96 pocos e colado na placa de petri. Palitos estéreis
foram embebecidos em cada poco da placa e aplicado ao agar no quadrado correspondente ao
respectivo poc¢o do guia. As placas foram incubadas na temperatura de 37°C para as bactérias

e levedura.
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4.4.3. Microscopia eletronica de Varredura (MEV)

A técnica de microscopia eletrbnica de varredura foi realizada para acessar
informac0es sobre as mudancas morfoldgicas em S. aureus apds ser submetido ao tratamento
com as NP de ZnO. Para isso, imagens foram obtidas da bactéria sem e com NP de ZnO. Para
a realizacdo do teste, foi necesséario preparar as amostras seguindo o mesmo protocolo de
tratamento descrito no item anterior, sendo que etapas adicionais foram necessarias. O
protocolo foi obtido segundo Arahka e colaboradores, (2015) com algumas modificacGes. As
bactérias foram preparadas e colocadas em contato com as NP de ZnO, incubadas por 24
horas, apds esse periodo, 0 meio de tratamento foi removido e lavado 3 vezes com tampéao
fosfato pH 7.2 , seguido pela adicdo de glutaraldeido a 2% (usado como agente fixador) e
incubacdo overnight a 4°C. A solucdo de fixacdo foi removida e iniciou-se uma bateria de
desidratacdo em etanol com concentracgdo crescente 50% (1h e 30 min a -20°C), 70% (1h e 30
min a -20°C), 85% (1h a 4°C) 95% (overnight a 4°C), 95 1h a 4°C), 100% (1h a 4°C), 100%
(overnight a 4°C) e 100% por 1 hora a temperatura ambiente. Apos a Ultima bateria de etanol,
foi centrifugado e suspenso novamente cada pelet em 50 pL de etanol 100%. Em uma placa
de 6 pocos, foi colocado uma laminula sobre um papel de filtro, sendo que os 50 pL do pelet
suspenso em etanol foi adicionado no centro da laminula. O etanol foi evaporado em estufa a
37°C e transferido para o dessecador a vacuo com silica. As amostras foram metalizadas com
filme de ouro durante 20 segundos. O microscépio utilizado foi modelo TopconSM- 300 com

detector de elétrons secundarios com voltagem de aceleracdo de elétrons de 10Kv.

4.4.4. Ensaios de citotoxicidade

Para a realizacdo do teste de citotoxicidade em HaCat foi utilizada as NP de ZnO
modificadas com GPTMS e dispersas em agua nas concentracdes de 60, 30, 15, 7.5 3.75 e
1.875 pg/mL. As celulas foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM), suplementado com soro fetal bovino 10%, penicilina a 1% (100 U/ mL) e
estreptomicina (100 pg/ mL), mantidas num recipiente umidificado a 37°C com 5% de CO..
Quando a monocamada celular apresentou confluéncia de 80-90% nas garrafas de cultivo,
apos a terceira passagem, elas foram tripsinizadas, centrifugadas a 1500 rpm por 3 minutos e
semeadas na placa de 96 pogos. A tripsina foi neutralizada utilizando o meio de cultura soro
fetal bovino.

Para o ensaio 2,5x10* células por poco foram semeadas em placa de cultura celular

com 96 pogos em um volume total de 100 puL por pogo. As placas foram incubadas por 24
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horas para adesdo completa das células as placas de 96 pocos. Posteriormente as células foram
tratadas com 100 pL de controle positivo (dimetilsulféxido a 10%), controle negativo (meio
de cultura sem soro fetal bovino) e diferentes concentracfes da solucdo mée contendo as NP
de ZnO, durante 24 horas. Em seguida, as placas foram lavadas para a remoc¢do do meio de
cultura e foi adicionado 100 pL do corante 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-
tetrazolium bromide (MTT) (1 mg/mL em PBS) em cada poco e as células foram incubadas a
37°C.

Nesse método, pela atividade de uma enzima presente na mitocéndria (desidrogenase
mitocondrial), as células vivas sdo capazes de reduzir o MTT, dando origem a formagdo de
cristais de formazana (figura 4) de coloragéo violeta, sendo que a coloracéo é proporcional a
presenca de células viaveis. Dessa forma, através da quantificacdo dos cristais de formazana
(solubilizado em isopropanol), por espectroscopia no UV-vis (540 nm) pode-se quantificar a

porcentagem de células vivas.

Foram realizados trés experimentos independentes e as concentracdes testadas em
triplicada. O protocolo foi seguido segundo Zheng e colaboradores, 2004, sendo que a
porcentagem de células mortas foi calculada segundo o controle negativo de cada
experimento e em seguida foi determinada a porcentagem de células vivas.

Figura 4. Conversdo do MTT. Figura adaptada do artigo “Cell Viability Assays” (RISS et
al., 2016)
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao fisico-quimica

5.1.1. Espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS)

Entre os pardmetros que podem influenciar o tamanho das NP de ZnO formadas
encontram-se a alteracio da razéo de hidrélise r= ([OH]/[Zn?']), a temperatura de sintese € 0
tempo de reagdo (TOKUMOTO et al., 2003; ASOK et al., 2012). Dessa forma, como o
intuito da pesquisa foi avaliar a relacdo da atividade antimicrobiana das NP de ZnO
dependente do seu tamanho, inicialmente foram sintetizadas amostras de NP de ZnO em
diferentes razdes de hidrélise e tempo de reacdo com a finalidade de avaliar a mudanca do

tamanho das nanoparticulas que sdo dependentes desses parametros.

Para isso, medidas de SAXS foram realizadas para as dispersdes de NP de ZnO em
agua das amostras de razéo de hidrolise r= ([OH]/[Zn?*)) de 1.0; 1.4 e 6.0, modificadas com
GPTMS. A figura 5 mostra a um plot log-log da intensidade de espalhamento I(q) versus o
vetor de espalhamento (q) das curvas de SAXS de NP de ZnO, sintetizadas com diferentes
razdes de hidrolise r=1.0; 1.4 e 6.0, modificadas com GPTMS e dispersas em agua. Os perfis
das curvas de SAXS para amostras de r = 1.0 e 1.4 apresentaram-se relativamente
semelhantes, entretanto a amostra de r = 6,0 ndo apresentou 0 mesmo padrdo na curva em

relacdo as demais amostras.

Observa-se que para as amostras com r= 1.0 e 1.4 ha presenca de um patamar bem
definido em baixas regides de @, correspondente a regido de Guinier, caracteristico de
sistemas diluidos de particulas. No entanto, para a razéo de hidrdlise 6.0 foi possivel observar
apenas uma tendéncia a formacao de um patamar em regides de g pequeno. Essa caracteristica
mostra que provavelmente para as NP de ZnO sintetizadas nessa razdo de hidrdlise, seria
necessario realizar medidas de SAXS em menores regides de ¢, com a finalidade de observar
a regido de Guinier. Isso revela também que as amostras obtidas com razdo de hidrolise 6.0

possuem particulas ou agregados de maior tamanho.
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Figura 5. Curvas de SAXS de ZnO em agua, modificadas com GPTMS, sintetizadas em
diferentes razdes de hidrolise r= [OH] /[Zn?'].

r = [OH}/Zn%
—— 10(24h)
—— 14(24h)
— 6.0 (3h)

Intensidade (unidades arbitrarias)

T T T T LU B B B |
0.1

1
q (m)

As analises de dados de SAXS foram realizadas utilizando o pacote de software
SASFIT. A partir da regido de Guinier é possivel aplicar um modelo matematico que
possibilita o célculo do raio de giro (Rg) dos objetos espalhadores, o qual pode ser calculado
de acordo com a equacédo Ill. As curvas de SAXS também foram ajustadas por um fator de
forma de esferas homogéneas utilizando distribui¢do de raio LogNor. Dessa forma, pode-se

obter o raio da esfera (R esfera).
I (q) =1(0) exp(-R¢? g*/3) (Equagdo I11)

Onde, | (0) € a intensidade de espalhamento dada pela relagdo entre a densidade
eletrbnica dada entre as fases (p0-pm), nimero (N) e volume médio (Vo) das particulas,

conforme mostrado na equacéo IV.
I (0) =N (p0-pm)2V2 (Equagdo 1V)

Para fins de ilustracdo da regido de Guinier e do ajuste do modelo de esfera, a figura 6
traz novamente o plot log-log da intensidade de espalhamento versus o vetor de espalhamento

das curvas de SAXS de NP de ZnO modificadas com GPTMS e dispersas em agua, para as
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amostras representadas na figura 5 as quais apresentaram platd na regido de Guinier. Sendo

que na figura em vermelho Al e B1, correspondem a regidao de Guiner parar = 1.0 e 1.4,

respectivamente e A2 e B2 mostra o ajuste do modelo de esfera para r = 1.0 e 1.4,

respectivamente, o qual foi calculado seguindo os parametros anteriormente descritos.

Figura 6. Curvas de SAXS de nanoparticulas de ZnO, em agua, modificadas com GPTMS. Al
e B1 mostram a regido de Guinier para as amostras de razdo de hidrdlise 1.0 e 1.4, enquanto A2
e B2 mostram o fit do modelo de esfera.
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Entre as amostras testadas, houve a necessidade de selecionar uma razdo de hidrélise

para trabalhar com a alteracdo de somente um pardmetro e dessa forma prosseguir a
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caracterizagdo. Nesse sentido, a amostra selecionada foi a de razdo de hidrélise 1.0, uma vez

que utiliza menor nimero de reagente para a sintese, tomando-a mais econémica.

O paréametro escolhido para avaliar a mudanca de tamanho das NP foi o tempo de
reacdo. Assim, denominou-se ZnO_GPTMS _3h e ZnO_GPTMS_24h para as NP de ZnO
sintetizadas em 3 e 24 horas, respectivamente. Para esse fim, é necessario avaliar qual foi

tamanho das NP de ZnO quando submetido a 3 e 24 horas de reagao.

A figura 7 mostra o plot log-log da intensidade de espalhamento versus o vetor de
espalhamento das curvas de SAXS de NP de ZnO sintetizadas em 3 e 24 horas, modificadas
com GPTMS e dispersas em agua. Pode-se observar um perfil das curvas de SAXS muito
parecidos independente do tempo de reacdo, isso porque as curvas encontram-se quase que
sobrepostas, dessa forma espera-se que tenham tamanhos parecidos. Os valores do Rg e Resfera
estdo representados na tabela 2. Conforme observado, ndo ha mudanca significativa do
tamanho das NP com a alteracdo do tempo de reacdo. Isso € evidenciado na figura 7, pois
nota-se que as curvas para 3 e 24 horas de reacdo apresentaram padrdo muito semelhante.
Uma possivel explicacdo para isso pode ser atribuida ao LiOH que pode fornecer uma camada
de passivacdo na superficie do ZnO, inibindo o seu crescimento (VISWANATHA et al.,
2007; CAETANO et al., 2011).

Figura 7. Curvas de SAXS de nanoparticulas de ZnO, modificadas com GPTMS, submetidas
a diferentes tempos de reacao.
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Tabela 2. Valores de Rg e Resfera €ncontrados para amostras de NP de ZnO sintetizadas em
diferentes razdes de hidrélise r= ([OH]/[Zn?'])) de 1.0; 1.4 e tempo de reacéo.

Amostra Descricdo Rg Resfera

ZnO_GPTMS _3h r= [OH]/[Zn?**] = 1.0 (3 horas de 5,2 nm 4,7 nm
reacdo/modificada com GPTMS)

ZnO_GPTMS_24h r=[OH]/[Zn*]=1.0 (24 horas de 5,5nm 4,5 nm
reacdo/modificada com GPTMS)

r=1.4 r=[OH]/[Zn*]=1.4 (24 horasde | 3,7 nm 3,5nm
reagdo/modificada com GPTMS)

5.1.2. Estudo do crescimento de ZnO por SAXS

Como a sintese sol-gel permitir o controle e acompanhamento das etapas de formacéo
e crescimento das particulas (CAETANO et al., 2011) e a radiacdo sincronton torna capaz de
realizar medidas de SAXS in situ, fornecendo dados de acompanhamento reacional, novas
medidas de SAXS foram realizadas para fornecer dados acerca da evolucdo do tamanho das

NP de ZnO ao longo da reacao.

A importancia de realizar esse estudo, deve-se ao fato de que um dos objetivos
principais do trabalho é avaliar a atividade antimicrobiana dependente do tamanho das NP de
Zn0O, logo, conhecer os mecanismos pelos quais as NP aumentam de tamanho torna-se

relevante.

Deve-se ressaltar que os perfis das curvas de SAXS de NP sintetizadas em 3 e 24
horas com r = 1.0 foram muito parecidos, ndo apresentaram diferengas significativas em
relacdo aos tamanhos das NP formadas. Dessa forma, o acompanhamento reacional foi
realizado durante 3 horas, seguindo o procedimento anteriormente descrito na metodologia.
Além disso, é importante ressaltar que as NP de ZnO analisadas encontram-se sem a presenca
do GPTMS, pois a modificacdo de superficie é uma etapa realizada apds a sintese da
suspensdo coloidal de NP de ZnO, portanto a amostra acompanhada sera denominada
ZnO_3h.

A figura 8 (a) representa um plot log-log das curvas de SAXS correspondentes a
formacéo de NP de ZnO em funcéo do tempo (180 minutos) a 50°C com r = 1.0. Para melhor
visualizagao, algumas curvas foram selecionadas e sdo mostradas na figura 5 (b). As curvas

apresentaram caracteristicas de sistemas diluidos de particulas, dessa forma, em baixos
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valores de q ha a presenca de um patamar correspondente a regido de Guinier, onde a
intensidade de espalhamento pode ser acompanhada pela equacdo Il (GUINIER e
FOURNET, 1955). Ha claramente mudanca no padrdo das curvas de acordo com o tempo de
reacdo, sendo demonstrada através do deslocamento da regido de Guinier para valores
menores de q de acordo com o aumento do tempo de reacdo, evidenciando o aumento do

tamanho das NP formadas.

Figura 8. Evolucdo das curvas de SAXS de NP de ZnO, sintetizadas a 50° por 180 minutos

(a) (b)
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=
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A Figura 9 apresenta a evolugdo temporal de 1(0) e Rg. Observa-se um aumento de
I(0) durante toda a reacdo. 1(0) estd relacionado com o nimero e tamanho das particulas,
conforme mostra a equacéo Il e IV. O Rg aumentou durante toda a sintese, indicando que as
nanoparticulas individuais aumentam de tamanho ou agregam, formando estruturas maiores,
no entanto, esse aumento mostrou-se mais pronunciado no tempo de 10 a 20 minutos da
reacdo, passando de 1,50 nm para 2,55 nm. Apds esse periodo, as NP de ZnO continuam a
crescer de forma mais lenta, por exemplo: em 120 minutos o Rg foi de 3,9 nm, enquanto em

180 minutos de 4,1 nm.

Durante todo o acompanhamento houve um aumento de 1(0) acompanhado com o
aumento do Rg . Esse resultado indica que as NP de ZnO aumentam conforme o processo de
nucleagdo ocorre, pois provavelmente hd um equilibrio entre as particulas formadas e o

precursor, favorecendo o processo de nucleacéo e crescimento (CAETANO et al., 2011).
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Figura 9. Evolucédo temporal de 1(0) e Rg.

404 — a

35—

3.0_- /././ /
ol o //

1.5—- V

10— T T 177
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Tempo (min)

Rg (nm)
\l
\
v

(seueunque sapepiun) (0) |

5.1.3. Potencial zeta

O préximo passo foi avaliar a estabilidade coloidal das NP de ZnO modificadas pelo
GPTMS em funcédo do pH, para isso foram utilizadas medidas de potencial zeta dependente
do pH.

O potencial zeta consiste na diferenca entre o potencial elétrico na superficie de
cisalhamento da particula e o potencial elétrico da solugcdo, que pode ser determinado pela
avaliacdo da velocidade da espécie carregada que se move em direcdo ao eletrodo, na

presenca de um campo elétrico externo (LIN et al., 2014).

A medida de potencial zeta fornece dados sobre a estabilidade das NP, pois através do
estado eletrdnico da superficie das NP é possivel determinar a instabilidade resultante de
espécies ndo carregadas, ou carregadas de maneira fraca (BRAR e VERMA, 2011). Dessa
forma, a partir da soma das forcas de repulsdo e atracdo entre cada nanoparticula da dispersao
h& como determinar a estabilidade sendo que a instabilidade resulta em agregacéo, floculacéo
ou coagulacdo. De forma geral, valores de potencial zeta inferiores a -30 mV ou superior a
+30 mV estd relacionado a alta estabilidade, enquanto as regides intermediarias a esses
valores indicam condicGes instaveis, pois a presenca de forcas repulsivas dominantes é

importante para manter sistemas monodispersos (MANAIA et al., 2012; LIN et al., 2014)
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A figura 10 mostra o comportamento do potencial zeta com a variagdo de pH para NP
de ZnO modificadas com GPTMS (ZnO_GPTMS_24h), com concentracdo de 5 mg/mL e 0.5
mg/mL, e seus respectivos pontos isoelétricos (PI). A varredura do potencial zeta para as NP
concentradas foi realizada de pH 11.0 até pH 7.0, isso porque nédo foi possivel diminuir o pH
para valores menores de 7.0. Uma explicagdo para esse fato pode ser devido a suspensdo de
NP de ZnO a partir de pH 7.0 ficarem muito turvas pois ha alta concentragdo de NP,
dificultando assim o espalhamento de luz. Por esse motivo, também foram realizadas medidas

em amostra diluida, podendo assim acompanhar o potencial zeta em maior variacdo de pH.

Conforme observado, as NP de ZnO a concentragdo de 5 mg/mL apresenta Pl em pH
7.5 enquanto para as NP com concentragdo de de 0.5 mg/mL foram encontrados dois valores
de PI, situados em pH 8.3 e 5.8. O valor de potencial zeta encontrado para pH 11 foi de
aproximadamente -32 mV, indicando estabilidade das NP de ZnO a esse pH, resultando em
altas forcas de repulséo entre as NP o que minimiza a formacdo de agregados, resultando em
uma dispersdo transparente. Vale ressaltar que apds as NP de ZnO serem modificadas e
dispersas em agua, o pH resultante é de 11, ou seja, a rota utilizada para a modificacdo de
superficie nesse trabalho resultou em NP de ZnO estaveis a pH alcalino. No entanto,
conforme ha a diminuicdo do pH, ha aumento do potencial zeta, até que atinja valores
préximos ao zero, devido ao aumento das forcas de atracdo, assim, préximo do Pl a
aglomeracdo das NP tende a aumentar, pois a presenca de forgas repulsivas dominantes é
essencial para a formacéo de um sistema monodisperso. Apos o pH 7.0 o potencial comeca a
ficar positivo (+10 mV), no entanto para pH proximo ao 6.0 os valores de potenciais voltam a

cair, atingindo o segundo PlI.
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Figura 10. Potencial zeta de nanoparticulas de ZnO modificadas com GPTMS em funcéo do
pH e pontos isoelétricos (PI).
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Para visualizagdo da formacgdo de agregados recorremos novamente a técnica de
SAXS. A amostra ZnO_GPTMS_24h foi utilizada para esse estudo, que apos ser dispersa em
agua resultou em pH 11, sendo que este foi corrigido com acido acético até pH 7.0. A figura
11 mostra um plot log-log da intensidade de espalhamento versus o vetor de espalhamento g
da curva de SAXS de NP de ZnO modificadas com GPTMS e dispersas em &gua a pH 7.0.
Nota-se que a curva tem caracteristica de sistema agregado de particulas, diferente de quando

estava a pH 11 em que possuia curva caracteristica de sistema monodisperso (ver figura 7).

Em valores de q pequeno houve o desaparecimento do patamar correspondente a
regido de Guinier, sendo possivel observar nessa regido um decaimento linear 1(q) «< g, em
que o valor de o foi de 2.1, 0 que evidencia a formagdo de agregado fractal, que possui
dimensbes fractais caracteristicas de estruturas formadas pela agregacdo cluster-cluster
limitada pela reacdo (MANAIA, 2016; CAETANO et al., 2011). Em altos valores de q, é

possivel observar um segundo regime linear, que obedece a lei de Porod, possuindo um
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decaimento linear de -4, o que indica a formacdo de NP com superficie lisa e bem definida
(CAETANO et al., 2011).

Figura 11. Curva de SAXS de Nanoparticulas de ZnO, modificadas com GPTMS e dispersas
em agua, com pH 7.0.
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5.1.4 Espectroscopia na regido do UV-vis

As NP de ZnO sintetizadas neste trabalho apresentam caracteristicas luminescentes
dependente do tamanho, podendo ser chamadas de pontos quanticos (PQ). Os PQ de ZnO séo
capazes de absorver a radiagdo na regido do UV-vis, e dessa forma, com a técnica de
espectroscopia na regido do UV-vis € possivel determinar o comprimento de onda relacionado

ao pico excitdnico do ZnO para posteriormente calcular o tamanho das NP.

A figura 12 mostra os espectros de absorcdo UV-vis da suspensdo coloidal de
nanoparticulas de ZnO (r= [OH]/[Zn**] = 1.0), sintetizadas a 50°C em diferentes tempos de
reacdo de 3 e 24 (ZnO_3h e ZnO_24h). Foi possivel através do espectro de absor¢do da
suspensao coloidal identificar o pico excitdnico bem definido do ZnO, sendo que houve
deslocamento do comprimento de onda proximo a 370 nm para ZnO_24h, evidenciando

aumento do tamanho da particula (Briois et al., 2006) dependente do tempo de reacdo. O
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tamanho das NP de ZnO foi determinado a partir do espectro de absor¢do UV-vis utilizando o
modelo de massa de massa efetiva proposto por Brus (1983) através da determinacéo do Ac de
364 nm e 374 nm para ZnO_3h e ZnO_24h, respectivamente. Assim, aplicando esses valores
na equacao I, o raio das NP formadas que foi de foi de 2,9 nm e 5,3 nm para ZnO_3h e
ZnO_24h, respectivamente.

Como notado, o tamanho da amostra ZnO_3h calculado através do espectro UV é
menor do que o calculado por SAXS, isso porque o raio calculado através da formula de Brus
considera apenas o raio individual do ponto quéntico de ZnO, enquanto o Rg obtido por
Guinier pode corresponder ao raio das NP individuais ou dos agregados.

Figura 12. Espectro de absor¢do UV-vis da suspensdo coloidal de nanoparticulas de ZnO (r=
[OH]/[Zn?"] = 1.0), sintetizadas & 50°C em diferentes tempos de reacio.
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Estabilidade das nanoparticulas de ZnO

Através da espectroscopia na regido no UV-vis, também foi possivel avaliar a
estabilidade das NP a partir do deslocamento do comprimento de onda. Para esse fim, foram
usados dois tipos de amostras: suspensdo de NP em etanol, armazenada a temperatura de -5°C
e a temperatura ambiente e dispersdes de NP de ZnO em agua modificadas com GPTMS

armazenadas a temperatura de 5°C e a temperatura ambiente.

Bruna Lallo da Silva



57

A figura 13 mostra os espectros de absor¢do UV-vis de suspensdes coloidais de NP
de ZnO sintetizadas em 3 horas (ZnO_3h) e armazenadas a -5°C (A) e a temperatura ambiente
(B) por 62 dias. A maior estabilidade foi encontrada para as NP armazenadas a -5°C, uma
vez que ndo houve deslocamento do comprimento de onda, no entanto, quando armazenadas
em temperatura ambiente (B), ha deslocamentos para maiores comprimentos de onda,

evidenciando menor estabilidade em relagdo a amostra armazenada a -5°C.

Figura 13. Espectros de absor¢cdo no UV-Vis das suspensdes coloidais de nanoparticulas de
ZnO em etanol sintetizadas com razdo de hidrélise [OH]/Zn?*]=1.0, em ultrassom & 50°C por
3 horas (ZnO_3h) e armazenadas a -5°C (A) e a temperatura ambiente (B).
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A figura 14 mostra os espectros de absor¢do no UV-vis para as suspensdes coloidais
de NP de ZnO sintetizadas em 24 horas (ZnO_24h) e armazenadas a -5°C (A) e temperatura
ambiente (B). Os resultados mostraram que a amostra sintetizada em 24 horas teve um padrédo
diferente da sintetizada em 3 horas. Nota-se que para maior tempo de reacdo, 14 dias foram
necessarios para 0 comprimento de onda manter-se estavel quando armazenadas a -5°C (A) e
apos esse periodo, ndo houve deslocamentos do comprimento de onda. Além disso, conforme
aumentou o tempo de armazenamento, deslocamentos para menores comprimentos de onda

foram encontrados, evidenciando diminui¢do do tamanho das NP de ZnO formadas.

No caso das nanoparticulas armazenadas em temperatura ambiente (B) também foram
necessarios 14 dias para o espectro de absorcdo UV-vis manter-se em um Gnico comprimento

de onda, o qual antes desse periodo deslocou-se para menores comprimentos de onda, como
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no caso da armazenada a -5°C. Esse processo de deslocamento para menores comprimentos
de onda pode ocorrer, provavelmente porque em 24 horas de reacdo, a suspensao coloidal de
NP de ZnO apresentou um aspecto levemente turvo, e ap6s um certo periodo de

armazenamento, tornou-se mais translucida.

Figura 14. Espectros de absor¢cdo UV-Vis das suspensdes coloidais de nanoparticulas de ZnO
em etanol sintetizadas com razdo de hidrélise [OH]/Zn?"]=1.0, em ultrassom & 50°C por 3
horas, seguidas de 21 horas em banho & 50°C com agitacdo magnética (ZnO_24h) e
armazenadas a -5°C (A) e a temperatura ambiente (B).
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Ainda em relacdo a técnica de espectroscopia na regido do UV-vis, realizamos um
estudo acerca da estabilidade de NP de ZnO modificadas com GPTMS e dispersas em agua,
com concentra¢do de 5 mg/mL. O periodo de acompanhamento dos espectros foi estipulado
em 62 dias para as dispersdes de NP em agua armazenadas a 5°C. No caso do armazenamento
a temperatura ambiente, acompanhamos a evolugdo do comprimento de onda até o periodo
que encontramos o pico exciténico do ZnO. Isso porque para as NP de ZnO dispersas em agua
e armazenadas em temperatura ambiente o pico exciténico do ZnO nédo foi encontrado por 62

dias.

A figura 15 mostra o estudo de estabilidade da amostra ZnO_GPTMS_3h. Foi possivel
observar que apés 28 dias de armazenamento a 5°C (A), os espectros de absor¢ao UV-vis para
as nanoparticulas de ZnO sintetizadas em 3 horas e modificadas com GPTMS deslocaram-se
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para maiores comprimentos de onda, no entanto o deslocamento né&o foi muito significativo,
além disso, maiores tempos de armazenamento diminuiram a absorbancia. No caso do
armazenamento em temperatura ambiente (B), o pico exciténico do ZnO foi encontrado até 14
dias e apos esse periodo, a dispersdo de nanoparticulas as quais antes eram transparentes,
deram origem a precipitados brancos, indicando que as particulas ndo possuem mais escala
nanomeétrica, e nao foi possivel observar o pico excitdnico do ZnO, além disso, houve perda

da caracteristica luminescente das nanoparticulas.

Figura 15. Espectros de absor¢cdo UV-Vis de dispersdes de nanoparticulas de ZnO em agua,
modificadas com GPTMS, sintetizadas com razio de hidrélise [OH]/Zn?"]=1.0, em ultrassom
a 50°C por 3 horas (ZnO_GPTMS_3h) e armazenadas a 5°C (A) e em temperatura ambiente
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A figura 16 mostra os ensaios de estabilidade da amostra ZnO_GPTMS_24h. Para o
armazenamento a 5°C (A), o pico excitdnico do ZnO foi observado durante 62 dias para as
dispersdes de nanoparticulas de ZnO sintetizadas em 24 horas e modificadas com GPTMS.
Durante 28 dias, ndo houveram deslocamentos do comprimento de onda, mostrando que,
nesse periodo de tempo, as NP de ZnO permaneceram estaveis, no entanto, ao final de 62
dias, hd pequena diminuicdo da absorbancia seguido pela presenca de ruidos e pequeno
deslocamento para maiores comprimentos de onda. No caso do armazenamento em
temperatura ambiente (B), foi possivel observar o pico exciténico do ZnO em até 35 dias de
estocagem e apOs esse periodo, um precipitado branco foi formado seguido pela perda da

luminescéncia das NP de ZnO.
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Figura 16. Espectros de absor¢do UV-Vis de dispersdes de nanoparticulas de ZnO em &agua,
modificadas com GPTMS, sintetizadas com razdo de hidrélise [OH]/Zn?"]=1.0, em ultrassom
a 50°C por 3 horas seguidas de 21 horas em agitador magnético (ZnO_GPTMS_24h) e
armazenadas a 5°C (A) e em temperatura ambiente (B).
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De acordo com os dados apresentados pela espectroscopia na regido do UV-vis, pode-
se dizer que o tempo de reacdo influenciou na estabilidade das nanoparticulas de forma
diferente para as suspensodes coloidais e para as NP de ZnO modificadas com GPTMS e

dispersas em agua.

As NP de ZnO modificadas com GPTMS e armazenadas a 5°C sdo estaveis por 62
dias, sendo que nos primeiros 14 dias de armazenamento ndo ha deslocamentos no
comprimento de onda. O armazenamento em temperatura ambiente resultou em alta
estabilidade por 14 dias, sem deslocamento do comprimento de onda, sendo que apds esse
periodo, ndo foi encontrado o pico excitbnico do ZnO para a amostra ZnO_GPTMS_3h,

engquanto ZnO_GPTMS_24h o pico foi encontrado até 35 dias.

A temperatura influencia diretamente a estabilidade das nanoparticulas modificadas,
uma vez que para ZnO_GPTMS_3h houve reducdo do tempo de estabilidade em cerca de
quatro vezes quando armazenadas em temperatura ambiente (62 dias a 5°C e 14 dias em

temperatura ambiente), enquanto para ZnO_GPTMS_24h o tempo em que manteve-se estavel
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mesmo em temperatura ambiente foi cerca de duas vezes menor que para 0 armazenamento a

5°C (62 dias a 5°C e 35 a temperatura ambiente).

Vale ressaltar que para as NP de ZnO modificadas com GPTMS e armazenadas em a
5°C e temperatura ambiente, por um periodo de 14 dias, ndo houve deslocamentos
significativos do comprimento de onda. Esse resultado corrobora com o apresentado por
(RISSI, 2016) e pode ser explicado pela capacidade dos modificadores de superficie

protegerem as NP, diminuindo sua agregacéo (LI et al., 2005).

O deslocamento do pico excitdnico do ZnO (figura 13-16) permitiu o céalculo do raio
das NP em diferentes tempos e condi¢cdes de armazenamento. Dessa forma, aplicando a
equacdo | foi possivel determinar raio das NP para a amostra armazenada em diferentes

tempos e temperaturas, conforme mostrado na tabela 3.

Em sintese, pode-se concluir que as NP de ZnO modificadas com GPTMS apds serem
dispersas em &agua apresentam excelente estabilidade quando armazenadas em geladeira,
podendo ser utilizadas por dois meses sem que ocorra alteragdes significativas quanto ao
tamanho das NP formadas. Além disso, quando armazenada a temperatura ambiente, as NP
continuam estaveis por um periodo minimo de 14 dias, que se estendeu para 35 de acordo
com o aumento do tempo da sintese sol-gel. Esses resultados mostram a importancia do
armazenamento correto além de fornecer informagdes sobre quanto tempo pode utilizar as

nanoparticulas modificadas com GPTMS e dispersas em agua na aplicacdo microbioldgica.

Bruna Lallo da Silva



Tabela 3. Raio das NP armazenadas em diferentes condicdes

62

Amostra Temperatura de Tempo de Raio (nm)
armazenamento armazenamento
(dias)
-5°C 0 2,8
ZnO _3h 62 2,8
Ambiente 0 2,8
62 3,5
5°C 0 3,1
ZnO_GPTMS_3h 62 4,1
Ambiente 0 3,1
14 3,3
-5°C 0 53
ZnO_24h 62 3,5
Ambiente 0 5,3
62 3,5
5°C 0 4,0
ZnO_GPTMS_24h 62 5,3
Ambiente 0 4,0
35 4,5
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5.1.5. Analise Termogravimétrica e tratamento térmico

Conforme observado nas técnicas de espectroscopia na regido do ultravioleta-visivel
e de SAXS, o tempo de reacdo nédo acarretou diferengas significativas em relagcdo ao tamanho
das NP formadas. Nesse sentido, tornou-se necessario aplicar uma nova estratégia para
sintetizar NP de tamanhos maiores e assim correlacionar os diferentes tamanhos obtidos com
a atividade antimicrobiana das NP de ZnO. A estratégia selecionada foi aumentar o tamanho
da particula através do tratamento térmico. Para isso, foi de extrema importancia selecionar a
temperatura ideal para realizar o tratamento térmico. Para essa finalidade, a analise
termogravimétrica (TG) foi realizada, possibilitando entdo verificar o comportamento das NP

de ZnO de acordo com o0 aumento da temperatura.

A figura 17 mostra a analise termogravimétrica e a perda de massa dependente da
temperatura de NP de ZnO sem e com a superficie modificada pelo GTPMS. Os dados de TG
mostram dois eventos importantes para as NP com e sem GPTMS. O primeiro consiste em
uma perda de massa até 100°C, que pode ser oriunda da perda de residuos de solvente, como
etanol e 4gua, que ainda pode estar presente na amostra. O segundo evento consiste na perda a
partir de 200°C até 400°C, podendo indicar a decomposicdo de residuos de compostos
organicos (RAOUFI; RAOUFI, 2009), como por exemplo a perda do grupamento acetato. As
amostras sem modificador estabilizam sua perda de massa na temperatura de 400°C, enquanto
as que contem GPTMS tem um terceiro evento importante, correspondente a perda acentuada
de massa a partir de 700°C, que pode ser oriunda da presenca do grupo silano do modificador

de superficie, o qual pode ser degradado a elevadas temperaturas (LI et al., 2005).

A temperatura selecionada para realizar o tratamento térmico foi 600°C, dessa forma,
apos submeter as amostras a essa temperatura, foi verificada a perda de massa. Os resultados
estdo representados na figura 17 em forma de circulo preto (sem modificador) e quadrado
vermelho (modificadas). Assim, pode-se observar que em 600°C houve porcentagem de perda
de massa muito semelhante da observada no TG, principalmente para as amostras sem
modificador, sendo que houve uma pequena diferenca em relacdo a analise
termogravimétrica, principalmente para as amostras contendo GPTMS, no entanto ndo é
considerada muito significativa, por exemplo, para ZnO_GPTMS_3h (A) essa diferenca foi de
1,69%, dessa forma, a perda de massa das amostras submetidas ao tratamento térmico
apresentou grande concordancia com os dados apresentados no TG.
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Figura 17. Anélise termogravimétrica (TG) e tratamento térmico na mufla de nanoparticulas
de ZnO sintetizadas em 3 (A) e 24 (B) horas.
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5.1.6 Difragéo de raios X (DRX)

A difracdo de raios X foi realizada com intuito de identificar a fase do ZnO formada,
pois & possivel através dessa técnica caracterizar os planos atdbmicos em um material
cristalino. A figura 18 traz os difratogramas de raios X de NP de ZnO. Com intuito de
exemplificar, foram selecionadas duas amostras, com e sem modificador de superficie para
compara-las com um ZnO comercial, denominado ZnO aldrich, que possui grau de pureza de
99.9, além disso, os picos correspondentes da estrutura wurtizita estdo indicados em forma de
barras verdes. Pode-se observar que o0s picos do ZnO_3h e ZnO_GPTMS_3h apresentaram-se
de forma alargada em relagdo ao ZnO aldrich, indicando que os cristalitos presentes séo
pequenos, resultado este ja descrito na literatura e condizente com os apresentados nas
técnicas de UV-vis e SAXS.

Os picos mostrados no DRX correspondem a fase hexagonal do ZnO com estrutura
de wurtzita, a qual apresenta picos correspondentes aos planos difratores (100), (002), (101),
(102), (110), (103) e (112), situados em 26 = 31,80; 34,47; 36,29; 47,60; 56,54, 62,94 ¢ 67,96
e estd indexada em JPDS file 36-1451 (SPANHEL; ANDERSON, 1991; JANAKI et al.,
2015).
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Para o calculo do tamanho do cristalito foi utilizado o plano (101), no entanto, outros
planos foram comparados como (100) (002) e (110). Os difratogramas obtidos sdo mostrados
na figura 19 e o resultado do tamanho dos cristalitos para os quatro planos calculados estdo
apresentados na tabela 4. N&o foram encontrados 0os mesmos valores de tamanho de cristalito
para os quatro planos calculados, correspondentes a estrutura wurtizita, no entanto, o plano
(101) foi selecionado, pois representa melhor o ZnO na fase wurtizita por ser a orientacdo
cristalogréfica principal para essa fase. Vale ressaltar que quando os picos do DRX nédo sédo
muito estreitos pode induzir a erros no célculo do tamanho do cristalito, e por esse motivo, a

técnica de WAXS também foi utilizada para o célculo do tamanho do cristalito.

A figura 19 mostra os difratogramas de raios X das amostras antes e apds o tratamento
na mufla. De modo geral, pode-se observar que as amostras sem presenca de modificador de
superficie, representadas na figura 19 A e C, apos sofrerem tratamento térmico a 600°C por 5
horas apresentaram estreitamento dos picos. Esse resultado é indicativo de aumento do
tamanho da particula, assim, atraves da equacdo de Scherrer (equacéo Il) foi possivel verificar
o diametro do cristalito (D) que para ZnO _3h foi de 5,27 nm e para ZnO_3h_mufla o valor
encontrado foi de 33,93 nm. Para ZnO_24h e ZnO_24h_mufla o valor de D foi de 6,79 e 38,25

nm, respectivamente.

Conforme observado na figura 19 B, a amostra ZnO_GPTMS_3h_mufla, apresenta
picos mais estreitos em relagdo ao ZnO_GPTMS_3h, o que indica que houve aumento do
tamanho do cristalito com aumento da cristalidadade, no entanto esse estreitamento & menos
pronunciado em relacdo a essa amostra sem a presenca do modificador (figura 19 A),
evidenciando tamanho de cristalito menor para a amostra modificada, de 4,5 nm e 21,20 nm,
para ZnO_GPTMS_3h e ZnO_GPTMS_3h_mufla, respectivamente.

A amostra ZnO_GPTMS_24h ndo seguiu 0 mesmo padrdo, uma vez que o tratamento
térmico ndo acarretou mudancas significativas no tamanho do cristalito (figura 19-D). Os
valores de D encontrados para ZnO_GPTMS_24h e ZnO_GPTMS_24h_mufla foram 5,32 e

6,47 nm, respectivamente.

A presenca do GPTMS resultou no aparecimento de picos mais intensos do que em
relacdo ao ZnO sem modificador. Além disso, 0 modificador de superficie parece fornecer certa
resisténcia ao aumento do tamanho da particula devido ao aumento da temperatura, uma vez
que as amostras puras apds tratamento térmico apresentaram tamanho do cristalito bem maior

em relacdo as modificadas pelo GPTMS. As amostras tratadas termicamente, exceto
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ZnO_GPTMS_24h_mufla, apresentaram novos picos bem definidos, correspondentes aos

planos difratores (200) e (201) também da estrutura wurtizita.

Figura 18. Difratogramas de raios X das amostras ZnO_3h e ZnO_GPTMS_3h, comparado

com ZnO aldrich.
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Figura 19. Difratogramas de raios X
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Tabela 4. Tamanho médio dos cristalitos (D) obtidos a partir dos difratogramas de raio-X.

68

Amostras (100) (002) (101) (110)
Zn0O_3h 5,27 5,27 5,27 6,53
ZnO_GPTMS_3h 4,90 6,17 4,50 5,21
ZnO_24h 7,59 3,37 6,79 6,36
ZnO_GPTMS_24h 6,44 6,15 5,32 5,80
ZnO_3h_mufla 33,93 33,93 33,93 27,00
ZnO_GPTMS_3h_mufla 21,07 20,89 21,20 21,33
ZnO_24h_mufla 39,42 38,50 38,25 31,20
ZnO_GPTMS_24h_mufla 4,71 5,99 6,74 6,44

5.1.7. Espalhamento de raios X a alto angulo (WAXS)
Medidas de espalhamento de raios X a alto angulo (WAXS), permitiram avaliar o

tamanho do cristalito (D) através da equacdo de Scherrer. Entre as vantagens de utilizar o

WAXS encontra-se a alta resolucdo dos picos encontrados devido a radiacdo de luz
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sincronton. A figura 20 corresponde ao espalhamento das amostras sintetizadas em 3 horas
com e sem GPTMS e tratadas termicamente. Pode-se observar a presenca dos picos
correspondentes aos planos difratores (100), (002) e (101), situados em 26 = 31,80; 34,47¢
36,29, respectivamente. Os tamanhos dos cristalitos foram calculados utilizando a equacéo de
Scherrer. Para a amostra ZnO_3h_mufla e ZnO_GPTMS_3h_mufla os valores de D foram de
30,15 nm e 16 nm, respectivamente, mostrando que o tamanho dos cristalitos encontrados por

WAXS sdo na mesma ordem de grandeza dos encontrados por DRX.

Esses resultados mostram, mais uma vez, que as nanoparticulas de ZnO ndo
modificadas e modificadas com GPTMS, quando submetidas ao tratamento térmico
apresentam diferentes taxas de crescimento de particulas. Provavelmente o GPTMS protege a
superficie da particula, diminuindo assim, o crescimento da nanoparticula, resultado esse

condizente com os encontrados nas técnicas de DRX.

Figura 20. Espalhamento de raios X a alto angulo

ZnO_3h_mufla 101
ZnO_GPTMS_3h_mufla ”

Intensidade (unidades arbitrarias)

32 34 36 38 40

20

w
o

Bruna Lallo da Silva



70

A figura 21 mostra a evolucdo dos picos de ZnO_GPTMS_3h, quando submetido ao
aumento de temperatura de 30° para 80°. Pode-se observar um aumento da intensidade com
0 aumento da temperatura, no entanto, em relacdo ao estreitamento dos picos, ndo houve
mudangas visuais significativas evidenciando que até a temperatura de 80°C ndo ha aumento
da particula. Dessa forma, foi aplicado a equacdo de Scherrer para o espalhamento da
amostra ZnO_GPTMS_3h a 30°C e 80°C e o tamanho do cristalito encontrado para as duas
temperaturas foi de 4,3 nm, o que sugere alta estabilidade do p6 modificado por GPTMS

mesmo quando submetido a elevada temperatura.

Figura 21. Evolucéo do espalhamento de raios X a alto angulo de acordo com o aumento da
temperatura.
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5.1.6. Microscopia eletronica de transmissdo (MET)

A figura 22 corresponde as micrografias de NP de ZnO sintetizadas em 3 horas de
reacdo com e sem superficie modificada. Os resultados mostram que as NP apresentam
morfologia esférica com ou sem a presenca do GPTMS, no entanto, com a auséncia do
GPTMS, as particulas encontram-se mais aglomeradas. A contagem do tamanho de 200

particulas foi efetuada para realizar a distribuicio de tamanho. Para a amostra
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ZnO_GPTMS_3h (B) a maior parte das nanoparticulas encontram-se no tamanho de 5 nm,
enquanto para a amostra ZnO_3h (A) a maior parte das nanoparticulas (mais de 75%)
encontram-se na ordem de 4 a 5 nm, sendo que a contagem predominante esta na ordem de 4

nm.

Provavelmente, essa diferenca do perfil de distribuicdo para a amostra sem
modificador estd no fato de encontrar-se muito aglomerada, dificultando a contagem. No
entanto, segundo a técnica de SAXS, o tamanho da amostra ZnO_3h, encontra-se na ordem de
4,1 nm, ou seja, os dados obtidos por microscopia sdo concordantes com os obtidos por
SAXS.

A microscopia e 0 SAXS sdo duas técnicas que podem ser comparadas uma vez que
na microscopia uma pequena parte da amostra é ampliada e investigada, enquanto com a
técnica de espalhamento, o volume total da amostra iluminada é investigado e como
consequéncia, os valores médios de tamanho dos objetos sob todas as orientagdes podem ser

obtidos, dessa forma, essas técnicas sao essenciais e complementares.

A estrutura das nanoparticulas de ZnO também foi estudada através da microscopia
eletrénica de transmissdo de alta resolucdo. A figura 23 representa as micrografias das
amostras ZnO_3h (A) e ZnO_GPTMS_3h (B), sendo possivel observar particulas com
morfologia esféricas de tamanho 4,1 e 5,4 nm para as amostras sem e com modificador,
respectivamente. As amostras sdo cristalinas e hd como notar o espacamento interplanar de
0,26 nm correspondente ao plano (002) da estrutura de wurtizita. A tabela 5 mostra as
diferentes técnicas utilizadas para avaliar o tamanho das NP produzidas, mostrando que

tiveram grande concordancia entre si.
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Figura 22. MET das amostras sem modificador ZnO_3h (A) e modificadas ZnO_GPTMS_3h
(B), com histograma mostrando o tamanho médio das nanoparticulas.
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Figura 23. Microscopia eletronica de transmisséo de alta resolucdo da amostra ZnO_3h (A) e
ZnO_GPTMS_3h (B).

(A)

Tabela 5. Comparacdo dos tamanhos das NP de ZnO obtidos por diferentes técnicas.

Amostra UV-Vis SAXS DRX MET
Zn0O_3h 2.9 4.1 53 4,0
ZnO_GPTMS_3h 3,1 5,2 45 50

5.1.8. Espectroscopia de raios X por dispersao de energia (EDS)

A técnica de EDS fornece uma anélise elementar, pois uma vez que o feixe de elétrons
é incidido, os elétrons e ions mais externos mudam de nivel energético, no entanto ao
retornarem, ha a liberacdo de energia que podera ser mensurada através do detector. Os
elétrons de cada atomo possuem energias distintas, possibilitando dessa forma determinar

quais sdo os elementos quimicos presentes na amostra.

A figura 24 representa os dados de EDS obtidos concomitantemente com a MET da

amostra ZnO_GPTMS_3h. Os resultados apresentaram concordancia com os reportados por
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Duan e colaboradores, (2006), que encontraram picos correspondentes ao carbono, oxigénio e
zinco. Em contrapartida, em nossa amostra também foram encontrados picos correspondentes

ao silicio e cobre.

A presenca de picos correspondentes ao cobre ocorre, pois, a grade onde a amostra é
gotejada é constituida de cobre. A presenca de silicio e carbono € indicativa da modificacao

de superficie, ja que sdo elementos constituintes da molécula de GPTMS.

Figura 24. Espectroscopia de raios X por dispersdo de energia de nanoparticula de ZnO,
modificada com GPTMS.

x 0.001 cps/eV

Intensidade (unidades arbitréarias)

5.2. Avaliacgéo do potencial antimicrobiano

o 5.2.1 Concentracéo Inibitéria Minima e Concentragdo Bactericida e Fungicida
minima
Para o estudo da atividade antimicrobiana das NP de ZnO, duas metodologias foram
realizadas: a concentracdo inibitoria minima (CIM) que corresponde a concentracao
necessaria para matar 99% dos microrganismos e a concentracao bactericida minima (CBM)
que fornece dados sobre o tipo de atividade da nanoparticula contra as cepas, por exemplo:
bactericida ou bacteriostatica (PADMAVATHY; VIJAYARAGHAVAN, 2016).
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A figura 25 mostra um exemplo de resultados de CIM (esqueda) e CBM (direita). Para
os testes de CIM, a coloragdo do pogo azul e rosa representam a auséncia e a presencga de
células viaveis, respectivamente. Dessa forma, através de dilui¢cbes seriadas foi possivel
avaliar para cada amostra os valores de CIM. Para a analise de CBM, onde ha crescimento de
coldnia (representados pelos pogos nos quais ndo houve células vidveis) a atividade é descrita
como bacteriostatica, enquanto onde ndo ha crescimento de coldnias, bactericida. E possivel
observar na figura, colbnias de Staphylococcus aureus e Escherichia coli com coloracéo

branca e amarela, respectivamente.

Figura 25. Exemplo de testes de atividade antimicrobiana realizados CIM (esqueda) e MBC
(direita).

Os testes foram realizados em triplicata. Os valores encontrados, que representam as
médias de CIM e CBM de diferentes amostras de NP de ZnO para S aureus e E. coli, estdo
apresentados nas tabelas 6 e 7, respectivamente. Para os testes de atividade antibacteriana,
alguns parametros foram levados em consideracdo. O primeiro deles foi a influéncia do pH
das nanoparticulas modificadas na atividade, seguido pela influéncia do tamanho e do

modificador de superficie na atividade antibacteriana das NP de ZnO.
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Tabela 6. CIM e CBM de nanoparticulas de ZnO contra S. aureus.

S.aureus

Amostra

CIM

CBM

ZnO_GPTMS_3h_pH 11

0,0782 mg/mL

bactericida (0,7292mg/mL)

ZnO_GPTMS_3h_pH 8,5

0,0782 mg/mL

bactericida (0,5209mg/mL)

ZnO_GPTMS_3h_pH 7,0

0,1172 mg/mL

bactericida (0,4948mg/mL)

ZnO_GPTMS_24h_ pH 11,0

0,0782 mg/mL

bactericida (0,7292mg/mL)

ZnO_GPTMS_24h_pH 8,5

0,0782 mg/mL

bactericida (0,6250mg/mL)

ZnO_GPTMS_24h_pH 7,0

0,0652 mg/mL

bactericida (0,1367mg/mL)

ZnO_3h 0,0782 mg/mL bactericida (0,1042mg/mL)
ZnO_24h 0,0456 mg/mL bactericida (0,3125mg/mL)
ZnO_GPTMS_3h_mufla 0,3125 mg/mL bacteriostatico

ZnO_GPTMS_24h_mufla

0,4167 mg/mL

bacteriostatico

ZnO_3h _mufla

0,2082 mg/mL

bacteriostatico

ZnO_24h_mufla

0,1041 mg/mL

bacteriostatico

A avaliagéo da influéncia do pH para as NP de ZnO tornou-se importante porque para

realizar a modificacdo de superficie das NP de ZnO, é necessario adicionar GPTMS e mais

uma quantidade de LiOH a suspensdo coloidal de NP de ZnO, e por esse motivo, apés a

dispersdo em agua do p6 modificado, o pH € na ordem de 11. Dessa forma, o estudo de pH

tornou-se necessario para avaliar quais seriam suas influéncias nos testes de CIM e CBM. Isso

foi possivel através da correcdo do pH 11,0 para 8,5 e 7,0 com acido acético glacial, sendo

que conforme o pH foi diminuindo a amostra apresentou aspecto turvo.

O pH mostrou influenciar a atividade antibacteriana dependendo da amostra (3 horas e

24 horas de reacdo) e da bactéria testada, pois o CIM encontrado para S. aureus na amostra

ZnO_GPTMS _3h pH 7,0 foi de 0,1172 mg/mL, enquanto, essa mesma amostra mostrou
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valores de CIM menores (0,0782 mg/mL) para pH mais elevados. Nesse caso, podemos
sugerir que o pH mais alcalino mostrou maior atividade, mas esse efeito pode estar
relacionado apenas ao pH, independente da nanoparticula, no entanto, para
ZnO_GPTMS_24h pH 7,0 o CIM para S aureus foi de 0,0652 mg/mL, ou seja, menores
concentracBes dessa amostra foram necessarias para inibir o crescimento de S. aureus em
relacdo as mesmas amostras com pH 11,0 e 8,5, as quais tiveram valores de CIM de 0,0782
mg/mL. Nesse caso, pode-se dizer que as nanoparticulas de ZnO com pH mais proximo do
neutro obtiveram melhor atividade, inclusive com CIM 1,79 vezes menor que a amostra
ZnO_GPTMS_3h com pH 7,0.

Tabela 7. CIM e CBM de NP de ZnO contra E.coli

E.coli
Amostra
CIM CBM
ZnO_GPTMS _3h_pH 11 0,3125mg/mL bactericida (0,8333 mg/mL)
ZnO_GPTMS _3h_pH 8,5 0,3125 mg/mL bactericida (1,0420 mg/mL)
ZnO_GPTMS 3h_pH 7,0 0,6250 mg/mL bactericida (0,6250 mg/mL)
ZnO_GPTMS 24h_pH 11,0 | 0,3125 mg/mL bactericida (0,7292 mg/mL)
ZnO_GPTMS 24h_pH 8,5 0,3125 mg/mL bactericida (0,8333 mg/mL)
ZnO_GPTMS_24h _pH 7,0 0,4167 mg/mL bactericida (0,4167 mg/mL)
ZnO_3h 0,3125 mg/mL bactericida (0,3125 mg/mL)
ZnO_24h 0,3125mg/mL bactericida (0,3125 mg/mL)
ZnO_GPTMS_3h_mufla »1,25 mg/mL bacteriostatico
ZnO_GPTMS_24h_mufla 1,25 mg/mL bacteriostatico
ZnO_3h _mufla 1,25 mg/mL bacteriostatico
ZnO_24h_mufla 1,25 mg/mL bacteriostatico
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Para E. coli, tanto a amostra sintetizada em maior e em menor tempo de reacéo, o pH
7,0 apresentou valores de CIM mais elevados. No caso de ZnO_GPTMS_3h_ pH 7,0, o CIM
encontrado foi de 0,6250 mg/mL, enquanto para as amostras de pH mais elevados foi de
0,3125 mg/mL, o que mostra que a diminuicdo do pH, aumentou em cerca de duas vezes a
CIM. Entretanto, vale ressaltar que esse efeito € resultado apenas do pH elevado, uma vez que

mudancas para pH alcalino pode ser estressante para a bactéria (PADAM, et al., 2005).

Embora a diminuicdo do pH tenha por vezes acarretado aumento da CIM, os testes de
CBM mostraram que menores concentragdes das NP modificadas em pH 7,0 foram
necessarias para obter a atividade bactericida de S. aureus e E.coli, pois menores valores de

CBM foram encontrados.

O estudo do pH foi realizado apenas para as amostras modificadas pois a dispersao das
NP de ZnO puras em agua apresentaram valores de pH proximos ao neutro, ndo tornando
necessario a avaliacdao dos diferentes pH em relacdo as técnicas de CIM e CBM. Além disso,
deve-se ressaltar que o foco do trabalho foi o efeito do tamanho das NP de ZnO em sua

atividade antimicrobiana.

Uma explicacdo plausivel para a diferenca da atividade antibacteriana com a alteracéo
do pH deve-se ao fato de que a mudanca do pH do meio em que a nanoparticula é suspensa
pode resultar em diferencas na dissolucdo das NP em ions e também alterar a superficie da
nanoparticula, que por sua vez, altera a forma com que as NP ligam-se aos constituintes
celulares, como proteinas, afetando assim os mecanismos de internalizacdo das NP de ZnO
(GUO, et al., 2009).

Outro aspecto considerado foi a influéncia do tempo de sintese das nanoparticulas em
relacdo a sua atividade antibacteriana, pois esse parametro poder alterar o tamanho das NP
formadas. Tanto para as amostras com a auséncia ou presenca do modificador, 0 maior tempo
de sintese resultou em melhor atividade em S.aureus. Ja para E.coli, em relacdo as amostras
sem modificador sintetizada em 3 e 24 horas o valor de CIM foi 0 mesmo, no entanto, com 0
modificador foi observado melhor atividade em ZnO_GPTMS_24h do que ZnO_GPTMS_3h.

Em relacdo ao uso do modificador de superficie, foi possivel observar que o uso do
GPTMS diminuiu a atividade antibacteriana. Para S.aureus os valores de CIM da amostra
ZnO_3h e ZnO_GPTMS_3h_pH_7.0 foram de 0,0782 e 0,1172 mg/mL. Vale ressaltar que
também foi observado aumento do valor de CBM com o uso do modificador para as mesmas
amostras citadas. No canso de E.coli o CIM e o CBM aumentaram com o uso do modificador
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para a amostra sintetizada em 3 horas e 24 horas. No entanto, para S.aureus, a atividade
bactericida da amostra ZnO_24h foi encontrada na concentracdo de 0,3124 mg/mL enquanto
ZnO_GPTMS_24h pH7.0 mostrou diminuicdo da concentracdo bactericida, sendo de
0,1367mg/mL.

Independente da amostra, as nanoparticulas de ZnO possuiram melhores atividades em
S.aureus que em E.coli. Essa melhor atividade antibacteriana de NP de ZnO em gram-
positivas foi reportada anteriormente por outros pesquisadores como Arakha e colaboradores,
(2015) e Shinde e colaboradores, (2014).

Uma explicacdo sobre essa diferenca estd na dependéncia do potencial zeta. Tanto
E.coli quanto S.aureus possuem potenciais negativos, no entanto, bactérias gram-negativas
sdo mais carregadas negativamente devido a camada de lipopolissacarideos (ARAKHA et al.,
2015). Como as nanoparticulas sdo carregadas negativamente, maiores forcas de repulsdo
existem entre as NP de ZnO em gram-negativas do que em gram-positivas, 0 que pode ser um
fator contribuinte para a melhor atividade das NP de ZnO em gram-positiva em relagdo a

gram-negativas.

Outra hipotese sugerida para a melhor atividade de nanoparticulas de ZnO em
bactérias gram-positivas em relacdo a gram-negativas deve-se ao fato de que a camada de
peptidoglicano de gram-negativas contem componentes, como o LPS capazes de conter o
ataque do ZnO para dentro da célula (TAYEL et al., 2011).

O tratamento térmico aumentou o tamanho da particula acarretando mudancas
significativas de perda na atividade antibacteriana. Esses resultados mostram-se satisfatorios,
pois conseguem provar que o tamanho da particula foi um fator importante para a atividade
antimicrobiana, sendo possivel verificar que as nanoparticulas de ZnO tanto puras, quanto
modificadas pelo GPTMS com tamanho na ordem de 5 nm, apresentaram atividade

antibacteriana em baixas concentra¢cdes comparada com as particulas de 30 nm.

Para as amostras de tamanhos maiores, as nanoparticulas sem modificador contra S.
aureus apresentaram em geral, valores menores de CIM do que as modificadas com o
GPTMS. Além disso, as amostras modificadas e ndo modificadas submetidas a tratamento
térmico apresentaram menores atividades, o que mostra a influéncia do tamanho da particula

na atividade antibacteriana.
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Além disso, baixas concentraces das nanoparticulas com e sem modificador, com
tamanho na ordem de 5 nm, possuiram atividade bactericida em S.aureus, no entanto para E.
coli maiores concentracfes dessas NP foram necessarias para obter a atividade bactericida. Ja
as NP de ZnO com tamanhos maiores apresentaram atividade bacteriostatica em S. aureus e
E.coli.

A melhor atividade antibacteriana para particulas menores pode ocorrer, pois mais
particulas sdo necessarias para recobrir a bactéria, resultando na geracdo de grandes
concentracBes de ERO, que sdo liberadas pelo ZnO na superficie da célula, o que pode matar
a bactéria com maior eficiéncia (PADMAVATHY; VIJAYARAGHAVAN, 2016). Ainda,
NP de tamanhos menores também podem mais facilmente penetrar na membrana bacteriana
devido a sua alta &rea interfacial, aumentando assim a atividade antibacteriana
(SIRELKHATIM et al., 2015).

A cristalinidade da nanoparticula pode ser um fator que influenciou na sua atividade
antibacteriana, pois, entre as amostras de maior tamanho, as que tinham GPTMS
apresentaram tamanhos menores, no entanto, a atividade antibacteriana foi menor em relagéo
as NP de ZnO sem modificador. Ao observar os difratogramas de raios X nota-se que ha um
aumento da cristalidade muito mais pronunciado para as NP sem modificador em relacéo as
NP de ZnO com GPTMS.

Héa grande concordancia nos valores de CIM para S.aureus encontrados por Arakha et
al., (2015) com os resultados de CIM encontrados em nossa pesquisa quando comparamos
nanoparticulas na mesma ordem de tamanho, sintetizadas por Arakha et al., (2015) ( 39 nm)
com ZnO_24h_mufla (38,25 nm). O CIM encontrado para os dois casos foi na ordem de
0,1041 mg/mL, o que mais uma vez mostra a importancia do tamanho da nanoparticula de

ZnO em sua atividade antibacteriana.

Foi possivel também correlacionar a atividade antibacteriana da amostra
ZnO_GPTMS_3h_mufla com os dados apresentados por Sharma e colaboradores, 2016. Os
pesquisadores mostraram que NP de ZnO, caracterizadas por DRX, apresentaram tamanho de
20 nm. Dessa forma, comparando a amostra ZnO_GPTMS_3h_mufla (cristalito de 21,20 nm),
pode-se correlacionar os valores de CIM obtidos para S.aureus, que em ambos 0s casos foi de
0,31 mg/mL (SHARMA, et al., 2016).

Os resultados apresentados no EDS provaram que ha alto grau de pureza nas amostras,
ou seja, a atividade antibacteriana das nanoparticulas de ZnO realmente é oritnda do ZnO e
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ndo de quaisquer outras substancias que poderiam ser encontradas na particula, resultante de
contaminacdo da sintese. Além disso, conforme mostrado por Farouk et al., 2014, 0 GPTMS

sozinho também néo possui quaisquer atividade antimicrobiana.

Também foram realizados testes de CIM e CBM para Candida albicans, no entanto,
diferentemente dos resultados apresentados para bactérias, a atividade anti-Candida das NP de
ZnO mostrou-se baixa, apresentando valores de CIM > de 1,25 mg/mL para todas as amostras

testadas.

A menor atividade de NP de ZnO para fungos em relacéo a bactérias corrobora com os
resultados encontrados por Pasquet e colaboradores, 2014 e a maior resisténcia de fungos em
relacdo as bactérias pode ser atribuida devido a menor sensitividade de fungos as ERO,
sugerindo que o mecanismo de atividade antimicrobiana de NP de ZnO através da liberacdo
de ERO pode ter uma maior contribuicdo para a atividade antimicrobiana do ZnO em
bactérias (YAMAMOTO; LIDA, 2003).

As nanoparticulas obtidas sintetizadas na ordem de 5 nm, com e sem GPTMS, quando
comparadas com NP de tamanhos maiores de outros trabalhos, apresentaram melhor atividade
antibacteriana, mostrando que, a sintese sol-gel é capaz de obter nanoparticulas de ZnO

suficientemente pequenas e com excelente atividade antibacteriana.

5.2.2. Microscopia eletrénica de Varredura

Com a finalidade de verificar as mudancas morfologicas que as NP de ZnO causaram
nas bactérias a técnica de microscopia eletrénica de varredura foi utilizada para S. aureus. A
figura 26 mostra as imagens obtidas antes (A) e ap6s (B) o tratamento da bactéria com as NP
de ZnO. A diferenca entre as amostras antes do tratamento e apds é facilmente observada. O
controle de bactérias, sem NP apresentou morfologia esférica, com superficie regular e bom
estado celular. Apo6s serem submetidas ao tratamento com NP de ZnO foi possivel observar
que as células apresentaram buracos na estrutura de contorno (indicado em forma de setas
brancas), sendo que a superficie da célula perdeu o aspecto regular com aparecimento de area
de morte celular. A presenca de estruturas sem forma e tamanho definido indica que,
provavelemente houve lise celular, com extravasamento dos conteudos intracelulares. Esses
resultados corroboram com os achados por Guo e colaboradores, 2015 sugerindo que as
particulas de ZnO podem inibir o crescimento bacteriano pela penetracdo destas no envelope

celular e desorganizagcdo da membrana, sendo que a ruptura celular é relacionada com a
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atividade de superficie das NP de ZnO em contato com a bactéria. A ruptura da célula pode
ocorrer devido a peroxidacdo lipidica ou devido a ligacdo de moléculas na superficie do

nanomaterial aos grupos de cabeca dos fosfolipideos da membrana (HSU et al., 2014).

Dessa forma, sugere-se que 0s mecanismos que envolvem a toxicidade das NP de ZnO
resultam em danos a estrutura celular por meio de buracos formados na parede celular, com

lise celular e extravasamento dos conteddos intracelulares.

Figura 26. Microscopia eletronica de varredura. S.aureus (A) S.aureus com amostra
ZnO_GPTMS_24h (B) na concentracdo de 0,0652 mg/mL.

(A) (B)

5.2.3 Avaliacdo do potencial citotdxico das nanoparticulas de ZnO

Para a realizagdo dos ensaios de citotoxicidade foi selecionada a linhagem celular
HaCat, pois esta é uma linhagem de queratindcitos humanos adultos com alto poder
regenerativo, além de possuirem fendtipo proximo ao normal. A escolha desse tipo celular
também se deve ao fato de que muitos nanomateriais podem penetrar na pele, dessa forma,
pode ser uma porta de entrada para as NP no corpo humano (PATHAKOTI et al., 2013).

A figura 27 mostra o grafico de viabilidade da linhagem celular de HaCat para as NP
de ZnO, sintetizadas em 3 e 24 horas, dispersas em agua e modificadas com GPTMS.
Conforme observado, ndo foi possivel nas concentragdes testadas encontrar nenhuma
porcentagem citotoxica. A maior concentracédo testada, representa valor de CIM encontrado
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em S. aureus para a amostra ZnO_GPTMS 24h, ou seja, pode-se dizer que nessa

concentracdo, a amostra foi toxica para a bactéria e ndo para a célula humana.

Figura 27. Ensaios de citotoxicidade em célula HaCat. No grafico, o eixo y corresponde a
porcentagem de células vivas, enquanto o eixo x corresponde a concentracdo de NP de ZnO
utilizadas no ensaio de MTT.
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6. CONCLUSAO
As nanoparticulas de ZnO foram sintetizadas em temperaturas amenas pelo método
sol-gel e modificadas com GPTMS, tornando-as hidrofilicas, possibilitando a dispersdo em
agua. Pode-se comprovar a obtencdo de NP de ZnO através das técnicas de UV-vis e DRX,
sendo que o ZnO se encontra em sua fase hexagonal com estrutura wurtizita. A analise
termogravimétrica permitiu a selecdo da temperatura de 600°C para tratar termicamente as

nanoparticulas com e sem GPTMS.

O tamanho das NP de ZnO foi avaliado por diferentes técnicas, as quais apresentaram
grande concordancia entre si. A espectroscopia na regido do UV-vis possibilitou o calculo do
raio das NP pelo modelo matematico proposto por Brus. Com a técnica de SAXS, foi possivel
obter informacdes de tamanho, estrutura e crescimento das NP de ZnO. De acordo com o0s
dados apresentados por DRX e de espalhamento de raios X a alto angulo WAXS foi possivel

calcular o tamanho dos cristalitos pela formula de Scherrer. A microscopia eletrénica de
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transmissdo (MET) mostrou particulas com morfologias relativamente esféricas e possibilitou

avaliar a distribuicdo de tamanho das nanoparticulas de ZnO.

O tempo de reacdo da sintese sol-gel ndo acarretou diferencas significativas no
tamanho da particula, no entanto, as nanoparticulas tratadas termicamente, com temperatura
de 600°C, apresentaram acentuado crescimento em relacdo aquelas que ndao foram tratadas
termicamente, por exemplo, de acordo com 0 DRX, ZnO_GPTMS_3h apresentou tamanho na
ordem de 5,2 nm e ZnO_3h de 4,5 nm, enquanto ZnO_GPTMS_3h_mufla de 21,20 nm e
ZnO_3h_mufla de 33,93 nm.

As NP de ZnO sdo mais eficazes em combater S.aureus do que E.coli, sendo que a
atividade antimbacteriana em S.aureus esta relacionada com danos a estrutura celular por
meio de “buracos” foramados nas estruturas de contorno, com lise celular e extravasamento

de contetdos celulares.

As NP menores apresentaram melhor atividade antibacteriana do que as NP de ZnO de
tamanhos maiores. As NP maiores tiveram efeito bacteriostatico, enquanto as menores,
bactericida, o que comprova que a exceléncia na atividade de NP de ZnO em S. aureus e
E.coli foi altamente dependente do tamanho da particula, inclusive mudando o mecanismo de

acao.

As NP de ZnO sintetizadas na ordem de 5 nm e modificadas com GPTMS apresentam
alto potencial de aplicacdo como agente antibacteriano, ja que pequenas concentracdes
tiveram efeito bactericida em S.aureus, com danos a sua estrutura celular. Além disso, ndo foi
observado perda da viabilidade celular em linhagem celular de queratindcitos humanos
(HaCat), o que evidencia que as NP de ZnO apresentam toxicidade para bactérias e ndo para a
linhagem de células humanas testada. A modificagdo de superficie de NP de ZnO pelo uso do
GPTMS torna sua aplicacdo bioldgica muito mais facil e sua excelente atividade
antibacteriana, somada com a toxicidade seletiva em bactérias, aumenta ainda mais o

potencial de uso das NP de ZnO como agente antibacteriano.
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