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RESUMO

Neste trabalho estudou-se a sintese de nanoparticulas de ZnO, por meio da reacdo de
precipitacdo quimica associada a sonoquimica. A partir do trabalho realizado por este grupo
de pesquisa, as caracterizagdes do DRX e MEV sugerem a formacdo de um material puro e
homogéneo com formacédo de um aglomerado de nanoparticulas no modelo estrelar. O ZnO
obtido foi aplicado quanto a sua propriedade de fotocatalise, estudando seu potencial no
processo de remogéo da coloragdo de um composto modelo, o alaranjado de metila. Nos
testes de fotocatélise, obteve-se descoloragédo do alaranjado de metila em pH acido (~ 100%)
em aproximadamente 90 minutos. Comparando-se com o teste de fotocatalise em meio
neutro, ocorreu menor descoloracdo do corante (~ 48,24%), em um maior periodo (~ 120
minutos). O ZnO obtido neste trabalho também foi estudado quanto a sua propriedade
bioldgica. Na avaliagdo bacteriostatica a partir do método de microdiluicdo em caldo, as
nanoparticulas de ZnO30 apresentaram valores de CIMs variando de 4300 pg mL™a 268,75
ug mL*, dependendo da cultura bacteriana analisada. As menores CIMs observadas foram
de 268,75 pg mL? contra Acinetobacter baumannii produtora de OXA-143 e Klebsiella
pneumonia produtora de OXA-48.

Palavras-chave: dxido de zinco; sonoquimica; propriedades bioldgicas.
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ABSTRACT
In this work was studied the efficient of the precipitation reaction associated with
sonochemistry method to synthesize the nanoparticles of ZnO. The XRD and SEM
characterizations reveal a pure ZnO hexagonal crystalline structure and homogeneous star
like particles obtained. The photocatalytic tests showed that the obtained ZnO was able to
degrade 100%, in 90 minutes, the methyl orange indicator when an acid pH solution was
used. Varying the pH solution to neutral scale, the indicator degradation decreases to
48.24%, after 120 minutes. The antibacterial activity was evaluated through the minimum
inhibitory concentration measurements (MIC). In the MIC measurements the ZnO
nanoparticles (ZnO NP) concentration range was 4300 ug mL™ to 268.75 ng mL™, according
to the target bacteria. Lower ZnO NP range of 268.75 ug mL?' was obtained for
Acinetobacter baumannii producing OXA-143 e Klebsiella pneumonia producing OXA-48.

KEYWORDS: zinc oxide, sonochemistry, biological properties
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1. INTRODUCAO
O oxido de zinco (ZnO) é um material semicondutor intrinseco do tipo n, com band

gap de aproximadamente 3,4 eV (FU et al., 2010; WOOD, LEE, 2017). A forma
nanoestruturada do 6xido de zinco tem atraido muita atengéo por suas propriedades, como a
alteracdo da sua condutividade na presenca de um gas (SHOKRY HASSAN et al., 2014;
VIEIRA, 2015), piezoeletricidade (VAUGHN, 2012), atividade fotocatalitica (HAO et al.,
2019; MOUSAVI-KAMAZANI, 2019; NING; DEQING, 2019), fotoprotecdo (CHEGENI;
POUR; DIZAJI, 2019), citoxicidade (HAO et al., 2019), efeito antimicrobiano (CHU et al.,
2014; DADI et al., 2019), dentre outras. Desta forma, os estudos de ZnO tem-se destinado
para aplicacbes como sensor de gas (FU et al., 2010; WOOD, LEE, 2017), dispositivos
eletronicos (VAUGHN, 2012), degradacdo de poluentes organicos (HAO et al., 2019;
MOUSAVI-KAMAZANI, 2019; NING; DEQING, 2019), protetores solares (CHEGENI;
POUR; DIZAJI, 2019), terapias de cancer de pancreas (HAO et al.,, 2019), agente
bacteriostatico (CHU et al., 2014; DADI et al., 2019), entre inUmeras outras aplicacdes.

O Oxido de zinco pode ser obtido a partir de diversos métodos de sintese, como o
método dos precursores poliméricos (Pechini) (PECHINI, 1966), decomposi¢do de
precursores metalorganicos (MOD) (HAN et al.,, 2008), sintese hidrotermal (NING,
DEQING, 2019), sol-gel (BU, 2018) e reacdo de precipitacdo via sonoquimica
(MAYRINCK etal., 2014; SERPONE; COLARUSSO, 1994; VIEIRA, 2015).

Dentre as metodologias de sintese para 0 ZnO, o método quimico de precursores
poliméricos possui a vantagem por obter um material homogéneo com elevada pureza
(COSTA et al., 2007). Entretanto, neste método ocorrem reacGes de polimerizacdo que
utilizam altas temperaturas nas etapas de pirélise e calcinagdo, além de longos periodos de
sintese (CHILITI et al., 2017). Compostos de ZnO com morfologia tipo bastdo tem sido
fabricado através do método sol-gel (BU, 2018). Nesta metodologia utiliza-se elevadas
temperaturas de calcinacdo, etapa de desidratacdo e extensos periodos de sintese
(BORTOLINI, 2017). Nanoestruturas de ZnO, com morfologia tipo flor, também podem ser
obtidas a partir da reacdo por precipitacdo quimica assistida pelo metodo hidrotérmico
(NING, DEQING, 2019). Para sintetizar um material nesta metodologia, é fundamental o
uso de um reator (equipamento de alto custo) ou uma etapa extra de calcinacdo em altas
temperaturas ao final do procedimento (YOSHIMURA; BYRAPPA, 2007).
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Em busca do desenvolvimento de novas tecnologias para a sintese do ZnO que visem
a economia, menor tempo de sintese e menor custo energeético, as reaces de precipitagdo
quimica associadas a sonoquimica tém se destacado na literatura. Em geral, a metodologia
para sintese de nanoparticulas inorganicas baseia-se em uma reacdo de precipitacdo quimica
a partir de uma solucéo precursora juntamente com uma base forte. O precipitado gerado na
reagdo e impulsionado por uma energia de ondas sonoras provenientes de um ultrassom,
associadas ao aquecimento e a agitacdo em diferentes intervalos de tempo (KUMAR et al.,
2014).

Neste trabalho produziu-se ZnO por meio da sonoguimica, com 0 objetivo de
sintetizar a morfologia tipo flores/estrelas, avaliando suas propriedades fotocatalitica e
biologica.
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2. OBJETIVO

2.1. Objetivo Geral

Esta pesquisa teve como objetivo sintetizar nanoparticulas de ZnO, por meio da
reacdo de precipitacdo quimica associada a sonoquimica, para aplicacdo como

fotocatalisador e como agente bacteriostatico.
2.2. Objetivos Especificos

e Sintetizar nanoparticulas de ZnO via reacdo de precipitacdo quimica acelerada
pela sonoquimica.

e Caracterizar 0 p6 de ZnO por meio da difracdo de raios X em p6 (DRX),
microscopia eletronica de varredura por emissdo de campo (FEG-MEV).

e Avaliar o potencial do ZnO a partir de parametros cinéticos para 0 processo
de remocdo de coloragdo de um composto modelo, a solu¢do de corante
alaranjado de metila, utilizando o método de fotocatéalise.

e Analisar a atividade bacteriostatica de nanoparticulas de ZnO pelo método de

microdiluigdo em caldo.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Oxido de zinco (ZnO)

O 6xido de zinco tem aspecto de um p6 branco e fino, disponivel na natureza como
o mineral chamado zincita. O 6xido de zinco pertence a classe dos 6xidos condutores
transparentes (TCO), é um composto amorfo, com ligacdes covalentes, hibridizacdo sp® e
apresenta carater anfotero (KONAN et al., 2018). O o6xido de zinco € um importante
semicondutor intrinseco (figura 1) do tipo n, com band gap de transicdo direta de 3,4 eV
(FU et al., 2010; LIANG et al., 2014). Por este motivo, o 6xido de zinco tem sido utilizado
em diversas aplicacbes tecnoldgicas atuais, observando-se uma tendéncia crescente no
naumero de pesquisas em relacdo ao ZnO nanoestruturado (FATTOBENE, 2011; FU et al.,
2010; GIRALDI et al., 2016; MOUSAVI-KAMAZANI, 2019).

Figura 1. Bandas de valéncia e condu¢do dos materiais condutores, semicondutor
(Zn0O) e isolante.
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A estrutura cristalina do ZnO varia em trés formas, dependendo das condicdes de
sintese. A estrutura cubica simples do tipo Rocksalt (figura 2a) é formada quando se aplica
altas pressdes (CAUDURO, 2012). A fase esfarelita (figura 2b) ocorre quando ha
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crescimento heteroepitaxial sobre substratos de estrutura cristalina cubica (VAUGHN,
2012). Entretanto, a forma cristalina mais estavel do ZnO sob condi¢Ges ambientes é a
hexagonal (wurtzita — figura 2c). A wurtizita é composta por aomos de zinco (Zn®*) e
oxigénio (0%) coordenados tetraedricamente e dispostos alternadamente em camadas ao
longo do eixo ¢ (VIEIRA, 2015).

Figura 2. Estruturas cristalinas nas quais o éxido de zinco pode ser obtido: (a) cubica (b)
esfarelita ou blenda de zinco (cubica) e (c) wurtzita (hexagonal).

a) b) c) i) € Zinco
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r___ ‘ .
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Fonte: A autora.

3.2. Metodologias mais usuais da literatura para a obtencdo do ZnO

3.2.1. Método dos precursores poliméricos

O método dos precursores poliméricos (método Pechini) é fundamentada por uma
reacao de poliesterificagdo. Essa reacdo ocorre entre um complexo metalico quelatado apos
adi¢des de acidos hidroxicarboxilicos (por exemplo o &cido tartarico ou acido citrico) e um
alcool polihidroxi (como o etilenoglicol ou polietilenoglicol). O resultado € a formacéao de
uma resina polimérica (COSTA et al., 2007).

O aquecimento da resina polimérica em temperaturas superiores a 300 °C gera a
quebra da ligacdo do polimero e o0 aumento da resina. O composto obtido consiste em um
semicarbonizado (coloragdo preto), macroscopico e com aparéncia de espuma. Para
obtencédo da ceramica desejada ha a necessidade de etapas de aquecimento, como a pirélise
ou a calcinacéo, em elevadas temperaturas (CHILITI et al., 2017; COSTA et al., 2007).
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Para sintetizar as nanoparticulas de ZnO pelo método dos precursores poliméricos,
(CHILITI et al., 2017) utilizou o acetato de zinco dihidratado [Zn(CH3C0O0Q)2.2H20] ou o
nitrato de zinco (Zn(NOz3)..6H-20), acido hidroxicarboxilico (acido citrico), &cido nitrico e
alcool polihidroxi (etilenoglicol). Utilizou temperaturas de aquecimento entre 90 °C, etapa
de pirdlise a 300 °C por 2 horas e calcinagdo em elevadas temperaturas de 500 °C, 600 °C e
700 °C. O ZnO apresentou a estrutura hexagonal wurtzita, as particulas apresentaram-se
aglomeradas com formato indefinido. Este trabalho visou a aplicacdo do ZnO como
fertilizantes, visto que nanoparticulas de 6xido de zinco aumenta a solubilidade de Zn?* nas

plantas, e assim, a absorcdo do macronutriente (CHILITI et al., 2017).

3.2.2. Sintese Hidrotermal / Solvotermal

De acordo com M. Yoshimura, 2008 (YOSHIMURA, BYRAPPA, 2007), a palavra
hidrotermal € utilizada para definir as reacfes quimicas que ocorrem em um sistema fechado.
Essas reacdes ocorrem na presenca de um solvente (aquoso ou ndo aquoso) sob aquecimento
acima da sua temperatura de ebuli¢do. O sistema fechado consiste em equipamentos de alto
custo, e que exige maior consumo energético. Entre eles destacam-se reatores de grande
volume, células de fluxo, reatores tipo Tuttle para operacdes de alta temperatura e presséo,
autoclaves de uso geral, reatores agitados, e entre outros (YOSHIMURA, BYRAPPA,
2007).

Na figura 1. € demonstrado um reator fechado em a¢o inox com uma capsula interna.
A finalidade da capsula interna € diminuir os efeitos das reagGes quimicas. O reator €
aquecido por um forno tubular na parte externa. Neste equipamento é possivel controlar a
temperatura (através do termopar) e a pressao (manémetro). O sistema pode atuar em uma
pressdo de até 40 atm. Nao é utilizado tratamento térmico em elevadas temperaturas na etapa
na qual é transferido o material para a autoclave, porém, muitas vezes, o periodo de sintese
se processa por um longo periodo. Outra desvantagem é a necessidade de uma etapa extra

de calcinacio em altas temperaturas ao final do procedimento (MOURAO et al., 2009).
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Figura 3. Reator hidrotermal.
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Fonte: (MOURAO et al., 2009).

Dentro da sintese hidrotérmica, encontra-se uma alteracdo do método, denominado
solvotérmico. Nesta variacdo o solvente consiste em um composto organico, enquanto na
hidrotérmica é utilizado 4gua. Ao contrario da hidrotermal, uma desvantagem da sintese via
solvotérmico é a ocorréncia de grupos organicos na superficie das particulas do produto
(MOURAO et al., 2009). Usando a sintese via hidrotermal/solvotermal, o ZnO pode ser
sintetizado como um material nanoparticulado, filmes finos, bulks de monocristais
(YOSHIMURA; BYRAPPA, 2007).

No trabalho de Z. Ning e C. Deging, 2019 (NING; DEQING, 2019) foram
adicionados Zn(N0O3)2.6H20 e ureia (CHsN20) em um solvente (solucdo de agua e glicerol).
Esta solucdo foi agitada magneticamente a temperatura ambiente por um intervalo de 30
minutos, e em sequéncia, transferida para uma autoclave a 120 °C, durante um periodo de 7
horas. Realizou-se o processo de calcinagdo em uma mufla em altas temperaturas (500 °C)
pelo periodo de 3 horas, obteve-se altos rendimentos de nanoestruturas de ZnO com
morfologia de flor, com elevada area de superficie e pequeno tamanho de particulas. Em
consequéncia desses fatores, as atividades fotocataliticas foram altas e relevantes para a

degradacéo de poluentes organicos.

10
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3.2.3. Sintese via sol-gel

Essa metodologia de sintese consiste na mudanca de fase de uma solucdo contendo
particulas coloidais dispersas em um fluido (fase sol), para uma estrutura rigida de particulas
coloidais ou de cadeias poliméricas que retém a fase liquida nos seus intersticios (fase gel).
Essa transformacdo ocorre pela formacdo de ligagbes entre as particulas e espécies
moleculares, obtendo-se pequenas cadeias ramificadas e tridimensionais (HIRATSUKA,;
SANTILLI; PULCINELLI, 1995; MOURAO et al., 2009).

O processo de gelatinizacdo (figura 4) designa da aglomeracdo lateral de algumas
particulas para formar cadeias curtas, e posteriormente, cadeias ramificadas. Essas regides
sdo aumentadas constantemente com o acréscimo de particulas da fase sol, até que a fase gel
ocupe todo o volume. Apo6s a formacdo do gel, as cadeias crescem simultaneamente,
obtendo-se uma rede continua por toda a ordenagdo (HIRATSUKA, SANTILLI,
PULCINELLI, 1995; MOURAO et al., 2009).

Figura 4. Processo de gelatinizagéo.

« v Gelatinizacio

Fonte: (HIRATSUKA, SANTILLI, PULCINELLI, 1995).

Variando alguns parametros na sintese via sol-gel, pode-se obter particulas com
tamanho, morfologia e estado de aglomeragéo controlados. Em contrapartida, é necessario
um tempo, para que o gel seja envelhecido, para assegurar a mudanca de fase para uma massa
solida. Ocorre tambeém etapas de desidratacdo, na qual o gel pode rachar e consequentemente

reduzir seus poros, dificultando a obtencdo do tamanho das nanoparticulas, assim como sua

11
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uniformidade. Além disso, este método utiliza elevadas temperaturas de calcinacao
(HIRATSUKA, SANTILLI, PULCINELLI, 1995; MOURAO et al., 2009).

Na pesquisa de B. Bortolini (2017), desenvolveu-se a sintese de nanoparticulas de
ZnO pelo método sol-gel. Primeiramente, misturou-se uma solucdo aquosa de alcool
polivinilico em uma solugdo aquosa de nitrato de zinco saturada sob agitacéo a temperatura
ambiente pelo periodo de 2 horas. Entdo, aqueceu-se a solucdo sob agitacao até a evaporacdo
da agua. Ocorreu a formacao de um p6. Em seguida, realizou-se a calcinacdo do p6 na mufla

a 400 °C, obtendo o p6 de ZnO nanoparticulado, puro e homogéneo.

3.2.4. Sonoquimica

Sonogquimica é um método de sintese que permite preparar uma grande variedade de
materiais (inclusive na escala nanoparticulada) através da radiacdo ultrassénica. As ondas
ultrassonicas situam-se no espectro sonoro em frequéncias maiores do que aquelas que o
ouvido humano pode detectar, ou seja, acima de 20 kHz (FATTOBENE, 2011; WOOD,
LEE, BUSSEMAKER, 2017; ZHANG et al., 2019).

Desta maneira, a sonoquimica deriva principalmente da cavitacdo acustica: a
formacdo, o crescimento e o colapso implosivo de microbolhas gasosas em um liquido. A
cavitacdo serve como meio de concentrar a energia difusa do som. De acordo com a teoria
do ponto quente, o colapso da bolha induzido pela cavitagdo produz a formacéo de pontos
quentes localizados, atingindo altas temperaturas (aproximadamente 5000 °C) e altas
pressdes (500 atmosferas) em tempos de vida muito curtos, além de taxas de resfriamento e
aguecimento superiores a 109 K/s (CRUZ et al., 2017; MCCLURE; HUBBARD, 2019;
ZHANG et al., 2019).

Esta metodologia de sintese é diferente das interacdes entre matéria e as demais
fontes de energia comumente utilizadas (como as tradicionais provindas da luz, calor ou
radiacdo ionizante). A sonoquimica facilita a quebra da ligacdo quimica por uma
metodologia chamado de sondlise, na qual hd a formacdo de radicais livres (CRUZ et al.,
2017; NING; DEQING, 2019; WOOD, LEE, 2017). A frequéncia € um parametro
sonoquimico, que altera o potencial e as aplicaces da sonoguimica. Na agua, por exemplo,

é geralmente aceito que em frequéncias em torno de 20 e 80 kHz levam preferencialmente a
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efeitos fisicos, como por exemplo, microjatos, microconveccao, ondas de choque, entre
outros. J& em frequéncias entre 150 e 2.000 kHz, sdo maiores as ocorréncias quimicas e a
producdo de espécies de radical hidroxila (CHATEL, 2019). O fendmeno de cavitacdo é

representado na figura 5

Figura 5. Fendbmeno de cavitagdo na origem dos efeitos fornecidos sob ultrassom de

potenC|a.
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Fonte: adaptada e traduzida de (CHATEL, G., 2019).

As reacOes sonoquimicas envolvem as etapas de nucleagéo, cavitacdo, dindmica de
bolhas/interacGes, processos quimicos e termodindmicos. Inicialmente, ha a formacéo de
cavidades por nucleacdo a partir de bolhas que ja estavam contidas na solugéo, as quais sdo
estabilizadas contra a dissolucao devido as propriedades superficial. Posteriormente, ciclos

de oscilacdo sdo formados, consistindo em ondas sonoras que provocam a compressao (alta
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pressdo) e rarefacdo (baixa pressdo) das bolhas (FATTOBENE, 2011; WOOD, LEE,
BUSSEMAKER, 2017).

O uso do ultrassom durante o processo de sintese de dxidos favorece a diminuigédo
do numero de etapas de sintese, 0 aumento do rendimento das reacfes, a eliminacdo da
necessidade de solventes caros e de alta pureza, assim como, aumenta a atividade dos
catalisadores existentes (THOMPSON, DORAISWAMY, 1999).

No trabalho de B. Costa (2014) foram sintetizados ZnO a partir de um processador
ultrassénico. As solucdes precursoras consistem em uma mistura composta por 300 mL de
agua deionizada, 4 g Zn(NO3)2.6H20 e 9 mL NH4sOH. As mesmas foram colocadas em
banho ultrassdnico em diferentes tempos de tratamento: 5, 15, 30, 60, 90, 120 e 150 minutos.
As solugdes foram retiradas do ultrassom e deixadas em repouso por 24 horas com a
finalidade que todas as particulas dispersas sedimentassem. Para finalizar o experimento, 0s
precipitados foram recolhidos e lavados cinco vezes com agua deionizada e cinco vezes com
alcool isopropilico. Observou-se o efeito da diminui¢do do tamanho das estruturas de ZnO
quando comparadas sem a utilizacdo do ultrassom. Obteve-se ZnO com morfologia do tipo
flores (COSTA, 2014).

A escolha da metodologia de sintese é um importante passo para a obtencdo do
material com as desejadas propriedades. Além disso, uma apresentacdo que atrai muita
atencdo ¢ a aplicacdo de 6xidos em filmes finos.

3.3. Propriedades e aplicagdes do ZnO

H& muitos estudos cientificos recentes em relacdo as propriedades das nanoparticulas
de ZnO (MAYRINCK et al., 2014). Entre esses estudos, encontra-se a propriedade de mudar
a condutividade na presenca de um determinado gas, podendo ser aplicado como sensor de
gases. Os sensores de gases sdo dispositivos que variam em suas resisténcias elétricas
guando estdo em contato com alguns gases. Um sensor de gas consiste em um substrato
depositado com um ou mais 6xidos metalicos semicondutores, um aquecedor e um par de
eletrodos (HASSAN et al., 2014). Em geral, é aplicado altas temperaturas ao sensor, levando
ao oOxido metalico a dissociar o gas em ions carregados, resultando na transferéncia de
elétrons (VALENCA, 2013).
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O sensor de gas de ZnO destaca-se por sua sensibilidade quimica a varios gases
adsorvidos (altas e baixas concentra¢Ges), a capacidade de dopagem (como o indio para
aumentar a sensibilidade ao gas), sua alta estabilidade quimica, baixa toxicidade, baixo custo
e longo tempo de vida util (apo6s detectar um gas, retorna ao seu estado original) (DADI et
al., 2019; HAN et al., 2008; SABINO, 2007; ZANOTTO, 2012). Como destacado na
pesquisa de (HASSAN et al., 2014) e na dissertacdo de (VIEIRA, 2015), o sensor de ZnO
na presenga dos gases Oz, Hz, CO- e CoH> apresentou alta sensibilidade em baixo tempo de
resposta.

As propriedades oOpticas do ZnO permitem o uso deste material em células solares.
As células solares (também chamadas de células fotovoltaicas) sdo dispositivos que
transformam energia solar em energia elétrica. Este efeito fotovoltaico consiste na conversao
direta da luz incidente em eletricidade por um dispositivo semicondutor (HASNIDAWANI
et al., 2016; THOMPSON; DORAISWAMY, 1999). Como destacado no trabalho de
(SABINO, 2007), o ZnO é um material que pode apresentar baixa resisténcia elétrica
superficial e elevada transmitancia Optica, podendo ser aplicado em células solares.

Outro campo de aplicacdo para o ZnO é na conversdo de energia, devido as suas
caracteristicas piezoelétricas. A propriedade piezoelétrica consiste na incorporacdo de
pressao sobre um cristal, gerando um potencial elétrico sobre a superficie de um material.
Ap0s sintetizar ZnO com morfologia de nanobastdes, o autor (VAUGHN, 2012) estudou as
propriedades piezoelétricas a partir da deposicado de filmes de ZnO em um substrato condutor
de silicio com platina. O dispositivo apresentou uma resposta piezoelétrica frente a uma
deformacéo fisica de até 7 mV, indicando que os nanobastdes de ZnO podem ser utilizados
como conversores de energia mecanica em energia elétrica.

O ZnO é aplicado largamente na inddstria cosmética, como protetores solares, pois
abrange um amplo espectro que atuam refletindo, dispersando e absorvendo a radiagdo UV.
Os filtros inorganicos utilizados em fotoprotetores constituidos por nanoparticulas entre 50
e 200 nm s&o preferiveis. Além de aumentar a eficiéncia da reflex&o da radiagéo ultravioleta,
as nanoparticulas de ZnO melhoram a aparéncia estética do produto, j& que minimiza a
formagéo de um filme esbranquicado sobre a pele (ALBUQUERQUE, 2018).

Ha ainda estudos em relacdo a citoxicidade de particulas ZnO em relagdo ao seu

potencial promissor para terapia de cancer. Quando as nanoparticulas séo localizadas no
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microambiente &cido tumoral, a citotoxicidade de materiais ZnO pode ser gerada a partir de
varios meios. Entre esses mecanismos, pode-se citar aumento do estresse oxidativo reativo,
elevacdo do nivel intracelular de Zn?* por dissolugdo, diminuicio da mitocondria potencial
de membrana ou genotoxicidade (PANDURANGAN; KIM, 2015; WARBURG, 1956). No
trabalho de (HAO et al., 2019), células de cancer de pancreas humano foram incubadas em
varias concentra¢des de micro/nanoparticulas de ZnO. Quanto maior a concentragdo e menor
o tamanho das particulas de ZnO, maior a citoxicidade. Neste trabalho, obteve-se valores
baixos de 1Cso (aproximadamente 12 ug mL™), indicando o potencial anticancer das
nanoparticulas de ZnO.

A seguir, destacamos outras duas aplicagdes para o 6xido de zinco. As aplicacdes
como fotocatalise e microbioldgicas foram detalhadas em dois topicos separados, por serem

o alvo deste trabalho.

3.3.1. Corantes em Efluentes Residuais e a Fotocatélise

Corantes organicos sintéticos constituem uma classe de diversos compostos quimicos
largamente utilizados nas indUstrias téxteis, alimenticias, de impressdes, farmacéuticas,
cosmeéticas, de celulose, entre outras. Os corantes sdo altamente estaveis, devido a presenca
de nucleos aromaticos nas estruturas, sendo de fundamental importancia para a permanéncia
das cores nos tecidos. Entretanto, essas moléculas podem gerar problemas ambientais
decorrente da poluicdo gerada em efluentes residuais, provindos em maior parte da industria
(AMORIM; LEAO; MOREIRA, 2009).

Atualmente, os métodos tradicionais ndo sdo eficazes o bastante para a remocéao de
residuos. Como exemplo, destaca-se a degradacéo de corantes provindos principalmente de
industrias téxteis. Entre esses métodos classicos, pode-se citar a aplicacao de bentonita para
eliminar corantes téxteis, mas a desvantagem do processo € limitada para solugdes acidas.
Outro método é a adicdo de sais de aluminio, entretanto, a separacdo solido-liquido é dificil
(SHEN et al., 2008). No trabalho de (FORGACS; CSERHATI; OROS, 2004) foram
destacados 18 corantes azo para a investigacdo através do processo de lodo ativado, sendo

que 11 desses corantes, ndo foram degradados completamente. Desta forma, concluiu-se que
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0s usuais tratamentos de efluentes da industria téxtil sdo inefetivos, devido a estabilidade
quimica dos corantes (FORGACS; CSERHATI; OROS, 2004). Frente a esses problemas,
torna-se indispensavel a pesquisa de novas tecnologias, visando o tratamento de aguas
residuais poluidas provindas da industria e domicilios.

Os corantes pertencem a classe de compostos organicos, e séo classificados, de
acordo com sua estrutura quimica, em seis diferentes classes: antraquinonas, sulfurosos,
indigoides, trifenilmetanos e triftalocianinas (ALHASSANI; RAUF; ASHRAF, 2007).
Aproximadamente 70%, sdo do tipo azo (SHEN et al., 2008). Corantes azoicos sdo
compostos organicos sintéticos, que sao caracterizados pela presenca de uma ou mais
ligacBes do tipo azo, classificado pelo grupo (-N=N-) (CAMARA, 2017). Um exemplo deste
corante é o alaranjado de metila, classificado como do tipo azo, representado a estrutura

molecular na figura 6.

Figura 6. Estrutura molecular do alaranjado de metila.

H;C
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H;C NOSOiNa“L
Fonte: (CADORIN, 2009).

Os processos de oxidagdo avangados (POA's) sdao uma alternativa para a
descontaminacao de dguas com corantes. Esses processos consistem na geracao de radicais
livres, como o radical hidroxila ("OH), o qual possui alto poder oxidante, e atua na
degradacdo de varios compostos organicos poluentes (STARA et al., 2009).

A fotocatalise € um exemplo de método oxidativo avangado utilizado para a
degradacdo de poluentes, até mesmo os poluentes mais resistentes. O principio da
fotocatalise envolve a ativacdo de um semicondutor como o ZnO (ja que possuem uma banda
de valéncia preenchida e uma banda de conducéo vazia no estado fundamental) por luz solar
ou artificial (GIRALDI et al.,, 2016). O oOxido de zinco pode ser utilizado como
fotocatalisador na degradacdo de corantes organicos como azul de metileno (GIRALDI et
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al., 2016), alaranjado de metila (QU et al., 2019), rodamina B (NING, DEQING, 2019) e
também do antibiotico cloridrato de ciprofloxacino (BORTOLINI, 2017).

As nanoparticulas de ZnO destaca-se como um material com potencial promissor
para a degradacédo de poluentes organicos em efluentes residuais. Essa aplicagédo é possivel
devido a forte capacidade de oxidacdo do metal, band gap de 34 eV e
elevada energia de excitacao.

A fotocatalise € caracterizado pelo uso de semicondutores que, ao serem irradiados
por luz UV, absorvem fétons com energia igual ou superior a energia de band gap, gerando
vacancias (ou lacunas) positivas ao promover um elétron da sua banda de valéncia para a
banda de conducdo. O desempenho da propriedade fotocatalitica esta relacionado com a
competéncia em que o elétron é excitado da superficie do semicondutor metélico e a
recombinacéo do elétron e a lacuna, ocasionando a liberacédo de calor.

Como representado na figura 7, inicialmente, o par elétron-lacuna, destacado como
e/h*, pode se recombinar ou interagir particulamente com outras moléculas. Na banda de
valéncia, as lacunas podem oxidar os ions hidréxido adsorvidas na superficie do
semicondutor ou a agua para a geracdo de radicais hidroxila. Os elétrons na banda de
conducao que se encontram na superficie do catalisador podem reduzir o oxigénio molecular
(O2) para anion superperéxido (Oz—e). Tanto o radical hidroxila quanto o anion
superperéxido sdo fortes agentes para oxidar o substrato (como corantes presentes em
efluentes residuais) em compostos intermediarios que subsequentemente passam por uma
mineralizacdo total em muitos dos casos (JULSON; OLLIS, 2006).
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Figura 7. Mecanismo geral da fotocatélise.
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Fonte: (BEHNAJADY; MODIRSHAHLA; HAMZAVI, 2006).

3.3.2. Bactérias, Causas das Doencas Infecionadas por Microrganismos Patogénicos e a

Avaliacdo da Atividade Antimicrobiana

Em geral, as bactérias sdo compostas por uma parede celular, membrana celular e
citoplasma. A parede celular consiste em uma camada externa ao redor da membrana celular,
sendo formada principalmente de uma homogénea camada de peptidoglicano (que consiste
em aminoacidos e agucares) com a funcdo de manter a rigidez celular, formato celular e
divisédo celular. A membrana plasmatica é constituida de uma dupla camada de fosfolipidios,
gue além de manter o material citoplasmatico no interior da célula, atua como uma barreira
seletiva, ou seja, permite ou bloqueia a passagem de moléculas e ions (SIRELKHATIM et
al., 2015; TORTORA; FUNKE; CASE, 2005).

Algumas estruturas como citoplasma, ribossomos, membrana plasmatica e
nucleotideo contendo o DNA (material genético disperso no citoplasma), sdo visualizadas
em todas as bactérias. O citoplasma, um liquido gelatinoso que preenche uma célula, envolve
todas as células componentes, exceto o ndcleo. As funcbes dessas organelas incluem

crescimento, metabolismo e replicacdo. Consequentemente, o citoplasma contém proteinas,
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carboidratos, acidos nucléicos, sais, ions e dgua. Esta composicao contribui na condutividade
elétrica da estrutura celular. A carga geral das paredes celulares bacterianas é negativa
(SIRELKHATIM et al., 2015; TORTORA; FUNKE; CASE, 2005). A figura 8 mostra a

composicao geral da estrutura das bactérias.

Figura 8. Composicdo geral de uma bacteria.
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Fonte: adaptada e traduzida de (SIRELKHATIM et al., 2015).

As bactérias gram-positivas sdo formadas por uma membrana plasmética e uma
parede celular simples e grossa, entre 20-80 nm, compostas por muitas camadas de polimero
peptidoglicano (figura 9). As bactérias gram-negativas sdo formadas por uma estrutura mais
complexa, contendo uma membrana plasmatica e uma parede celular de espessura de 7 a 8
nm. Nanoparticulas com tamanho dentro de tais intervalos, podem facilmente passar através
do peptidoglicano e, portanto, sdo altamente suscetiveis a danos na parede celular. A parede
celular das bactérias gram-negativas € composta por uma fina camada de peptidoglicano e
uma membrana externa (figura 10). A adi¢cdo da membrana exterior nas células bacterianas
gram-negativas influencia a permeabilidade de muitas moléculas. Sob certas condigdes, as
bactérias gram-negativas costumam ser mais resistentes a muitos antibioticos quando
comparadas com as células gram-positivas (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005).
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Figura 9. Estrutura béasica da parede celular gram-positiva.
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Figura 10. Estrutura basica da parede celular gram-negativa.
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Fonte: (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005).

As doencas infecciosas provocadas por microrganismos patogénicos sdo um
problema de saude publica. Essas doencas ocorrem devido a diversos fatores, entre eles
pode-se citar as mutacGes bacterianas e resisténcia bacteriana a antibiéticos (MOTA et al.,
2005), assim como as infec¢des hospitalares (SANTOS DE QUEIROZ, 2004) e escassez de
vacinas (BONA, 2018). A contaminagdo por microrganismos ocorre em superficies
hospitalares (OLIVEIRA; DAMASCENO, 2010), instrumentos médicos (DUTRA et al.,
2013), sistemas de purificacdo de dgua (ALCANTARA; SIMOES; FARACHE FILHO,
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2001), produtos de saude (FISCHER, 1992) e higiene (MASSAD; ROZMAN, 2000),
alimentos (BALBANI; BUTUGAN, 2001), embalagens (SOTO et al., 2009) e entre outros.

Frente a esses problemas, é fundamental o estudo da sintese de nanoparticulas como
agente antimicrobiano. De acordo com a Food and Drug Administration, o ZnO ¢é
considerado um material seguro e atoxico aos seres humanos (MIRZA et al., 2015). As
nanoparticulas de ZnO estdo sendo amplamente estudadas em virtude de apresentarem
elevada area superficial, o que contribui para o aprimoramento da propriedade
antimicrobiana (MOHR et al., 2019). O agente é considerado antibactericida se matar as
bactérias e bacteriostatico se inibe o0 seu crescimento, e estes ndo podem ser prejudiciais ao
hospedeiro (PREMANATHAN et al., 2011).

As nanoparticulas de ZnO possuem maior potencial de atividade inibitdria frente as
culturas de bactérias devido a maior area de superficie quando comparadas com as particulas
micrométricas (REYES-TORRES et al.,, 2019). Na literatura € apresentado varias
possibilidades de mecanismos para a atividade antibacteriana das nanoparticulas de ZnO
(SIRELKHATIM et al., 2015). Esses mecanismos séo ilustrados na figura 11.
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Figura 11. Diferentes mecanismos propostos para a atividade bacteriana das
nanoparticulas de ZnO.
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Fonte: adaptada e traduzida de (SIRELKHATIM et al., 2015).

O mecanismo mais destacado na literatura é a geracdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) (SIRELKHATIM et al., 2015). A toxicidade de ERRO para bactérias é
atribuida a sua alta reatividade e propriedade oxidante. Em suspensdes aquosas, as
nanoparticulas de ZnO produzem aumento nivel de ERO (ZHANG et al., 2010). Raghupathi
et al. mostraram que o0 aumento da atividade antibacteriana do ZnO era devido a aumento da
producdo de ERO com exposicao a radiacdo UV. As espécies reativas sdo anion superdxido
(O2), hidroxido (OH") e o peroxido de hidrogénio (H202) (RAGHUPATHI; KOODALLI;
MANNA, 2011). Essas espécies reativas de oxigénio podem levar ao dano no DNA,
proteinas, lipideos e minerais, resultando em supresséo do crescimento e, finalmente, morte
celular (KROL et al., 2019).

O mecanismo é semelhante a fotocatalise. Ap6s 0 ZnO absorver os fotons, o buraco
(h*) formado interage com a agua (H20) para produzir *OH e H*. Enquanto o elétron (e)
reage com as moléculas de O suspensas na mistura de bactérias para produzem é&nion

perdxido (O2), que reage com H* para produzir HO2¢. Depois, HO2¢ interfere na geragéo
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de elétrons que combina com o H* para geracdo de peroxido de hidrogénio (H202). As
moléculas de perdxido de hidrogénio sdo capazes de entrar na membrana e impedir a
multiplicacdo ou matar as bactérias (CORTESE; BERNARDINA; MOUREN, 1996). E

descrito a seguir as equacdes 1-5 para representacdo do mecanismo.

Zn0+hv -» e~ +h*
h* + H,0 >« 0OH + H*
e"+ 0y -0,
«0, +H* - HO;
HO,+ H* + e~ - H,0,

Os superoxidos e os radicais hidroxila ndo conseguem penetrar na membrana devido
a suas cargas negativas (XIE et al., 2011). Portanto, essas espécies sdo encontradas na
superficie externa das bactérias. Quando as nanoparticulas de ZnO estdo no meio de
crescimento, eles continuardo liberando peréxidos que cobrirdo inteiramente as superficies
das bactérias mortas. Portanto, essa liberacdo continua de perdxido leva a um aumento da
eficacia bactericida. Entretanto, é levantado na literatura diferentes opiniées em relagdo a
acao das espécies reativas de oxigénio na atividade antibacteriana. A geracdo das espécies
oxidativas de oxigénio parece ser contraditoria uma vez que varios estudos revelaram esse
mecanismo sob exposicdo a luz, enquanto outros estudos inovadores destacam a atividade
antimicrobiana mesmo no escuro (CORTESE; BERNARDINA; MOUREN, 1996).

A liberagdo de ions Zn?* na membrana celular que inibem o crescimento bacteriano
também é proposto como um mecanismo de acao inibitdrio das bactérias (PRASAD et al.,
2020). O lancamento de ions de Zn?* tem efeito significativo na inibicdo ativa do transporte,
bem como no metabolismo de aminoacidos e no sistema enzimatico (YANG et al., 2009).
Vaérios estudos relatam que a liberagdo de ions Zn?* em meios de crescimento s&o
responsaveis pela morte das bactérias. Quanto menor as nanoparticulas de ZnO, maior sera
a dissolucdo de ions de Zn?*, maior é o efeito antimicrobiano (ZHANG et al., 2007).

Outra sugestdo de mecanismo pode-se citar a ruptura que as nanoparticulas de ZnO

causam nas membranas celulares, resultado da sua internalizacéo na bactéria, como ilustrado
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na figura 12. Inicialmente, as nanoparticulas de ZnO penetram nos orificios da parede
celular, ocorrendo uma ruptura da parede celular e extrusdo do contetdo citoplasmatico. A
internalizacdo é controlada conforme o tamanho da particula. Em seguida pode ocorrer a
captacdo de ions metalicos nas células, deplecéo intracelular e interrupcgéo da replicacdo do
DNA, liberando ions metélicos e geracdo de espécies reativas de oxigénio, acumulagéo e
dissolucédo das nanoparticulas na membrana bacteriana (BARNALI, 2011).

Figura 12. A) As nanoparticulas penetram através de orificios, pocos ou saliéncias na
parede celular. B) Esquema representacdo da célula colapsada mostrando ruptura da parede
celular e extrusdo do contetdo citoplasmatico. C) Célula bacteriana mostrando importante

variagdes na composicdo do envelope (ligeiras invaginacOes e espessamento da parede
celular) e extrusdo de citoplasma. D) Provaveis mecanismos, envolve o seguinte: captacao

de ions metélicos nas células, deple¢do intracelular e interrupcédo da replicacdo do DNA,
liberando ions metalicos e geracdo de ERO e a dissolucdo das nanoparticulas na membrana
bacteriana.

Citoplasma contraido

Buracos Farede celular enrugada
1

= o !
) ,
4 Invaginagio

o SV e o
‘\‘( € Nanoestruturas apéso Enmecimentodapaxadecelulz\ cflfla:
Liberagdo material intracelular
(a) de matenial intracelular (b) L (c)
_. =~ Nanoestruturametalica ce
< o R | AT
2y PO . ; ‘ . H
SNV VPV N Y W
v D Proteinas de
» - . = membrana
. Y. Mtwiinls, LTI R
. - e R
-
\‘ 7
)
N “u_ 3
PO;
o
écies
(d) \ / S _*ionicas

Fonte: adaptada e traduzida de (SIRELKHATIM et al., 2015).

Stoimenov et al. também propuseram um mecanismo diferente para a atividade
bacteriana das nanoparticulas de ZnO. O mecanismo consiste na interacao eletrostatica entre

as nanoparticulas e os bacilos da superficie celular. A inibicdo do crescimento ocorre divido
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a geracdo de carga total negativa bacteriana, devido a formacéo cessante de grupos carboxila
separados (STOIMENOV et al.,, 2002). Assim, a superficie celular é carregada
negativamente. Em contrapartida, as nanoparticulas de ZnO contém uma carga positiva em
suspensdo aquosa. Essas cargas reversas aumentam o efeito total criando forcas
eletrostaticas, que servem como uma forte ligacdo entre as nanoparticulas e a superficie
bacteriana, gerando a perturbacdo na membrana celular (ZHANG et al., 2008).

Na literatura é destacado testes de atividade antimicrobiana de nanoparticulas de
Zn0, na qual destacam ser possivel obter melhores resultados para a atividade bacteriana
para as Gram-positivas do que as Gram-negativas. Isto ocorre devido a parede celular da
bactéria Gram-positiva ser mais simples e grossa, contendo principalmente camadas de
peptidoglicanas, enquanto nas ceélulas bacterianas Gram-negativas, a parede &
estruturalmente e quimicamente mais complexa (VIJAYAKUMAR et al., 2020).

Encontra-se na literatura diferentes metodologias para avaliacdo da atividade
antimicrobiana (SIRELKHATIM et al., 2015). Neste trabalho sera realizado a partir da
técnica de microdiluicdo em caldo para a determinacdo da concentracdo inibitéria minima.
Este método é realizado a partir de diluicdes em série do agente antimicrobiano, em
diferentes culturas de bactérias que foram cultivadas em meio agar apropriado e incubadas.
O objetivo do experimento € a avaliagdo in vitro da atividade bacteriostatica
(PREMANATHAN et al., 2011).
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Sintese do ZnO

As sinteses do ZnO foram realizadas no Laboratério de Materiais Ceramicos
Avancados (LMCA), localizado na Universidade Federal da Grande Dourados. Os
parametros empregados para o desenvolvimento da sintese foram determinados a partir de

trabalhos realizados previamente pelo grupo de pesquisa.
4.1.1. Reagentes

Os reagentes utilizados para o processo de sintese do éxido de zinco, bem como sua
férmula e procedéncia estdo apresentados na Tabela 1. Os reagentes foram utilizados na sua

forma original, sem nenhum pré-tratamento realizado.

Tabela 1. Reagentes utilizados na sintese do 6xido de zinco.

Reagentes Foérmula Massa molar (g mol?) Procedéncia
Nitrato de zinco hexahidratado
98% Zn(NO3)2.6H20 297,49 Dinamica
Hidroxido de s6dio 99% NaOH 40 Vetec

Fonte: A autora.

4.1.2. Preparo dos reagentes e condicdes de sintese

O procedimento das sinteses do ZnO é destacado no fluxograma 1. O sal nitrato de
zinco hexahidratado Zn(NO3)2.6H2O foi utilizado como precursor da sintese. As
concentracdes dos precursores foram retiradas dos artigos de (HAO et al., 2019). Preparou-
se uma solucéo 0,3 mol L%, limpida, incolor e com pH 1. A sintese do 6xido de zinco baseou-
se na reagdo quimica de precipitacdo, apds a conversdo do pH da solugdo precursora, para
um meio bésico. As reacbes de conversdo do precipitado obtido na reacdo para sua forma de

oxido de zinco, serdo dirigidas a partir do banho ultrassénico (Ultronique, modelo Q1.8/40A,
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40kHz), variando o tempo de sintese e a quantidade de hidréxido de sddio 0,125 mol L que
foram adicionadas gota a gota em aliquotas de 2,5 mL da solucdo de nitrato de zinco 0,3 mol

L conforme destacado na tabela 2.

Tabela 2. Parametros de sinteses.

Tempo
Amostras Quantidade de solucdo de NaOH (mL) (min) pH Nomenclatura

1 5 15 6.70 Zn05

2 10 2 9.45 Zn010
3 15 2 12.96 Zn015
4 20 2 13.19 Zn020
5 30 2 13.51 Zn030
6 50 2 13.61 Zn050
7 100 2 13.70 Zn0100

Fonte: A autora.

Os pds obtidos foram lavados com alcool etilico 99,5% (duas vezes) e agua destilada
(duas vezes), com o auxilio de uma centrifuga (Daiki — 80-2B display digital de 4000 rpm)
por 10 minutos cada, para remocao de possiveis impurezas provenientes da sintese. O
produto foi transferido para placas de Petri, e entdo secos em estufa a 50 °C por
aproximadamente 8 horas. Apds a secagem, o material foi resfriado a temperatura ambiente

para armazenamento em microtubos.
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Fluxograma 1. Procedimento da sintese do ZnO.
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Fonte: A autora.
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4.2. Caracterizagdo do ZnO

Os po6s obtidos apos a secagem foram caracterizados por meio da difracdo de raios X
em po, utilizando um difratbmetro Rigaku (DMax 2500PC), com radiacdo CuKa operando
a 40 kV, na faixa 26 de 10°a 110° e um passo de 0,02° por segundo. J& a morfologia dos pds
foi determinada utilizando a microscopia eletronica de varredura por emissdo de campo
(FEG-MEV - microscopio Zeiss Supra 35VP).

4.3. Atividade fotocatalitica das nanoparticulas de ZnO

As avaliacOes da atividade fotocatalitica das nanoparticulas ZnO5 foram realizadas
em reator de vidro com compartimento Unico como representado na figura 13. No reator
foram adicionados 150 mL da soluc&o do corante alaranjado de metila 100 mg L2 e 0,1 g de
Zn05. O experimento analogo foi realizado novamente em meio acidificado com adicdo de
1,5 mL de H,S040,1 mol L. O processo de degradacdo do corante ocorreu sob agitacéo
mecanica e irradiacdo leve no escuro a temperatura ambiente usando lampada de mercurio
(125 W/m? de intensidade de luz).

Figura 13. Reator para degradacdo do corante alaranjado de metila. (1) lampada de
mercurio, (2) Agitador mecénico, (3) 150 mL de solucgdo de alaranjado de metila 100 mg
L + 0,1 g de nanoparticulas de ZnO5 + 1,5 mL de H2S040,1 mol L (4) reator

fotocatalitico.

m £

@

C))

Fonte: A autora.
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Coletou-se uma amostra em branco (solucdo do corante com nanoparticulas de ZnO)
antes da exposicdo a radiacdo e centrifugou-se. As amostras foram retiradas em
determinados intervalos de tempo (2,5, 5, 10, 20, 30, 60 e 120 min) e centrifugadas para
remover as nanoparticulas. A analise quantitativa, ou seja, a remocéo de cor da solucdo do
corante alaranjado de metila foi acompanhada usando o espectrofotometro UV-VIS (Varian
Cary-50) e determinada pela equagéo 6:

Abs(corante)t

Descoloramento (%) = [1 -
Abs(corante)o

lxmo 6

na qual a taxa de remocdo da solugdo do corante (em que AbS(corante)o € ADS(corante)t SA0 as
concentracdes dos corantes antes e apos diferentes tempos de irradiacéo, respectivamente)
foi acompanhada pela reducédo de seu pico de maior absorbancia em 463 nm para pH neutro

e 506 nm para pH é&cido.

4.3 Atividade antimicrobiana

4.3.1. Preparo da amostra

Foi preparado uma solucéo padrdo na concentracio de 8600 pg mL™ da amostra de
nanoparticulas de ZnO30 em agua ultrapura, com homogeneizacao feita através do banho
ultrassénico (Ultronique, modelo Q1.8/40A, 40kHz) até que a solucdo ficasse saturada e o

composto em estudo ndo precipitasse nos micropogos da placa de analise.

4.3.2. Isolados bacterianos

Isolados bacterianos multidrogarresistentes previamente caracterizados com
relacdo a sua resisténcia contra antibidticos pertencentes as classes dos betalactamicos foram
selecionadas para os ensaios in vitro, tais como: Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella
pneumoniae produtora de OXA-48, Klebsiella pneumoniae produtora de KPC, Klebsiella
pneumoniae com alteracdo no gene mgrB, Acinetobacter baumannii produtora de OXA-143,

Serratia marcescens produtora de KPC e Pseudomonas aeruginosa produtora de GES.
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Como controle negativo nos ensaios, utilizou-se uma estirpe de Escherichia coli ATCC
25922.

4.3.3. Concentracgao Inibitéria Minima (CIM)

A determinacdo das CMIs seguiu as normas estabelecidas no protocolo de ensaio de
inibicdo por microdiluicdo em caldo, de acordo com as normas preconizadas no documento
MO07-A10 estabelecido pela Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI (2016),
como representado no fluxograma 2. As amostras bacterianas foram, inicialmente, semeadas
em agar-Mueller Hinton, por 18-24 horas, a 37 °C. O crescimento microbiano foi entdo
dissolvido em solucédo salina 0,9% para obtencdo do padrdo de turvagédo 0,5 da escala de
McFarland (~1,5.108 UFC mL™). Em seguida, foi realizada uma diluicdo 1:20 (v/v) em
solucéo salina 0,9%, até chegar a concentracio de 5,0.108 UFC mL™.

As concentracOes testadas das nanoparticulas de ZnO30 variaram de 4300 a
33,5937 pug mL™. Os ensaios foram realizados em placa de microtitulagdo de 96 pogos. Os
pocos foram inoculados com 100 uL de suspensdo bacteriana preparada em caldo agar-
Mueller Hinton (concentragdo final + 5,0.10° UFC mL™) e 100 pL de caldo agar-Mueller
Hinton contendo concentracdes crescentes da nanoparticula (4300 - 33,5937 pg mL™).
Posteriormente, as placas foram incubadas por 24 horas a 37 °C. As leituras do teste foram
determinadas pelo ensaio colorimétrico com resazurina. As CIMs foram definidas como a
menor concentracdo que foi capaz de inibir o crescimento microbiano apds 24 horas de

incubacéo a 37 °C.

32



MINISTERIO DA EDUCACAO

FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE
DOURADOS

FACULDADE DE CIENCIAS EXATAS E TECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

Fluxograma 2. Representagdo Esquematica do Método de Microdiluigdo em Caldo para
determinacéo da Concentracdo Inibitéria Minima.
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Fonte: A autora.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Mecanismo

A solucéo de nitrato de zinco apresenta caracteristica limpida e incolor. A dissociacdo

do nitrato de zinco realizada no meio aquoso pode ser verificada pela equacéo 7.
Zn(N03),(s) + H, 00y = Znigyy + 2NO03 44 7

Ap06s a adicdo de hidroxido de sodio, observou-se uma alteragdao na mistura reacional

com a formacdo de um precipitado de coloracdo branca.

Em geral, a sintese do ZnO consiste em duas etapas. Inicialmente, ocorre a reacédo
entre Zn?* (proveniente da solugdo de Zn(NOs)6H20) e OH™ (solugdo precipitante de
NaOH), formando o hidroxido de zinco (equacdo 8). Depois, com a propagacao das ondas
ultrassénicas, ocorre a quebra da ligacdo do hidroxido de zinco, formando a fase de ZnO

(equacdo 9). Segue um provavel mecanismo para as reacdes de formacédo do ZnO:

Zn** 4+ 20H - Zn(OH),
Zn(0H), ~— Zn0 + 2H,0

A seguir serd apresentado no item 5.2. e 5.3. o resultado das caracterizagdes para uma
amostra sintetizada pelo grupo de pesquisa em metodologia e condi¢des semelhantes
realizadas neste trabalho. Para esta amostra, utilizou-se cerca de 12 minutos de sintese por
via sonoquimica. As outras variaces de tempo deste trabalho ainda estdo sendo
caracterizadas. Mas pelos resultados prévios que ja tivemos, a difracdo de raios X e a
morfologia ndo séo alterados com o tempo e a quantidade de NaOH adicionada por via
sonoquimica, entdo acredita-se que nas demais amostras permanega 0s mesmos resultados

das caracterizagdes.
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5.2. Difracgéo de raios X (DRX)

A difracdo de raios X foi usada a fim de confirmar a formacdo da fase pura do ZnO.
Conforme a figura 14, o material sintetizado apresenta apenas uma fase cristalina
hexagonal.

Figura 14. Difracéo de raios X em p6 do ZnO obtido por via sonoquimica.
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Fonte: A autora.

Comparou-se os picos de difracdo da amostra com o difratograma da carta
cristalografica PDF 96-900-4179. Observou-se que as intensidades dos picos levam para
um material cristalino e as posi¢des correspondem a estrutura cristalina hexagonal wurtzita.
Os picos com maior intensidade foram observados no angulo de difracéo 26 igual a 31°, 34°
e 36° correspondentes ao conjunto de planos (100), (002) e (101), respectivamente. Nenhum

pico referente a qualquer impureza foi detectado.
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5.3. Microscopia eletronica de varredura por emissdo de campo (FEG-MEV)

Com a técnica de microscopia eletronica de varredura foi possivel observar as
informagdes morfologicas das nanoparticulas. Nesse caso, as nanoestruturas de ZnO
possuem o modelo estrelar com o tamanho médio em torno de 500 nm e possui distribuicédo
uniforme, como observado na figura 15. Além disso, € possivel notar que as estruturas
estrelares sdo formadas por um aglomerado pequenas particulas que necessitam de uma
microscopia de maior resolugdo, como por exemplo uma microscopia eletrénica de

transicdo, para que seja determinado seu tamanho médio real.

Figura 15. Microscopia eletrénica de varredura por emissao de campo (FEG-MEV) do
ZnO em morfologia de estrelas obtido por via sonoquimica. (a) Imagens de microscopia
eletronica de varredura com ampliacdo de 41 mil vezes, mostrando particulas com formato
de estrelas de 500 nm em (b) Imagens de microscopia eletrénica de varredura com
ampliacdo de 20 mil vezes, mostrando a homogeneidade do formato de estrelas.

Fonte: A autora.
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5.4. Rendimentos

Os rendimentos obtidos nas sinteses de ZnO foram calculados pela formula 10:
Rendimento (%) = (g) x100 10

onde PE é o peso experimental obtido de produto e PT é o peso tedrico da amostra. Os
rendimentos contidos na tabela 3 foram calculados baseando-se na transformacéo de 100%

de nitrato de zinco em éxido de zinco.

Tabela 3. Rendimentos dos produtos obtidos.

Amostras Rendimento (%)

Zn0O5 69,88
Zn010 72,83
Zn015 66,78
Zn020 65,30
Zn030 64,65
Zn050 62,19
Zn0100 57,28

Fonte: A autora.

Observa-se regulares rendimentos dos produtos obtidos. Ha fatores no decorrer do
experimento que influenciam na diminui¢do do rendimento. Entre eles, pode-se citar as
diversas lavagens, as raspagens das placas de Petri e as transferéncias de produto para 0s
microtubos. Nota-se também a diminuicdo do rendimento com o acréscimo de hidroxido de

sodio na reagéo.
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5.5. Estudo da remocéao de cor da solucéo do corante alaranjado de metila em meio

acido e neutro frente as nanoparticulas de ZnO

O corante alaranjado de metila apresentou diferentes bandas de absor¢do méxima na
regido do UV-Vis de acordo com o pH do meio, apresentando 463 nm para pH 7 (figura
16A) e 506 nm para pH 3 (figura 16B).

Figura 16. Espectro UV-Vis para o alaranjado de metila. (A) Absor¢do maxima em 463

nm para a forma nédo protonada (pH 7) e em (B) 506 nm para a forma protonada (pH 3).
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Fonte: A autora.

Apo6s um tempo de reagdo, a coloracdo da solucdo de alaranjado de metila diminui
gradativamente de intensidade com o tempo de exposicdo a luz, obtendo uma solucéo de
coloracdo amarela, o que se atribui a ruptura da ligacao azo.

A figura 17 representa a cinética do descoloramento da solucdo de alaranjado de
metila tratados com ZnO5. Observa-se o decaimento da absorbancia em funcdo do aumento
do tempo de irradiagdo das amostras para a descoloragéo do corante em pH 7 (figura 17A) e
pH 3 (figura 17B). Os resultados sugeriram que a descoloracdo do alaranjado de metila é
maior em pH 3 (~ 100%) em um tempo de aproximadamente 90 minutos. Quando
comparado com 0 meio neutro, ocorreu menor descolorac¢ao do corante (~ 48,24%) em maior

tempo de exposicao (~ 120 minutos).
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Figura 17. Decaimento da absorbancia em funcdo do tempo de reacéo para a descoloragéo
da solucéo do corante alaranjado de metila em (A) pH 7 e (B) pH 3 utilizando ZnO5 como

fotocatalisador.
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Fonte: A autora.

Valores diferentes de pH, ou seja, a presenca de ions H* ou OH™ na solucdo da reacdo
pode efetivamente influenciar a eficiéncia fotocatalitica do ZnO. Neste experimento, ao
adicionar a amostra de ZnO5 frente a solucdo de alaranjado de metila em pH 3, a amostra
solubilizou-se na solucdo. Isto porque o ZnO é um Oxido anfoétero, ou seja, sofre a
decomposicdo em acidos fortemente acidos (pH <4) (equacdo 11) ou fortemente alcalino
(pH> 11) (equagdo 12) (KUMAR; KUMAR; UMAR, 2014).

Zn0 + 2HY —» Zn?* + H,0 11

Zn0 + Hy0 + 20H™ - [Zn(0H),]* 12

Portanto, a presenca do ion Zn?* favoreceu a taxa de 100% na degradacdo do
alaranjado de metila no periodo de 90 minutos. Em meio levemente &cido, o radical livre
perhidroxil (HO2¢) pode formar perdxido de hidrogénio, que pode levar a formacdo do
radical livre hidroxila (*OH). Sob condigdo alcalina, o aumento da concentragdo de ions
hidroxila (OH") pode induzir formagdo de radicais livres hidroxila (*OH) (KUMAR;
KUMAR; UMAR, 2014).
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Ja em pH neutro (aproximadamente 7), ao acrescentar a amostra de ZnO5 na solugdo
do corante, conseguia-se visualizar a amostra de ZnO no meio com o corante, indicando a
presenca do ZnO na sua fase sélida nas reacdes, obtendo 48% da descoloracdo da solugéo
de alaranjado de metila em um periodo de 120 minutos.

O processo fotocatalitico do ZnO é baseado na geracdo de pares elétron-buraco por
meio de energia de band gap, na qual podem gerar reacdes redox com espécies adsorvidas
na superficie do catalisador. Nestas reacdes, sdo formados os radicais livres hidroxila (¢OH)
originados a partir da oxidacéo de OH" ou H20 com os pares elétron-buraco fotogenerados
na presenca de oxigénio. Geralmente, os radicais livres hidroxila (*OH) sdo o responsavel
pela degradacdo dos corantes. Eles séo fortes agentes oxidantes e podem oxidar os grupos
responsaveis pela coloracdo dos corantes organicos, levando ao descoloramento (GHULE et
al., 2011). Segue o provavel mecanismo de formacdo de radicais livres de hidroxila no

sistema contendo ZnQO5.

Zn0+hv - e  +h* 13
h* + OH™ -« OH 14
h*+ H,0 >eOH+ H* 15

A interpretacdo exata €, no entanto, dificil porque afeta as interacdes eletrostaticas
entre o corante e a superficie de ZnO e os radicais carregados ou neutros formados durante
0 processo de reagdo. A carga do ponto zero (denominada PZC) para ZnO € 9.0 £ 0.3 (como
representado na figura 18) (KUMAR; KUMAR; UMAR, 2014).
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Figura 18. As cargas superficiais das nanoparticulas de ZnO em funcéo do pH da solugdo

de reagéo.
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Fonte: (KUMAR; KUMAR; UMAR, 2014).

Quando o pH esté abaixo de 9, a superficie de ZnO é carregada positivamente. Por
outro lado, se o pH for menor que 5, a superficie do ZnO é coberta pelas moléculas do corante
(GHULE et al., 2011; KUMAR; KUMAR; UMAR, 2014). Em pH acima de 9, a superficie
do ZnO possui carga negativa, devido a adsor¢do de ions OH", o que favorece a formacao do
radical livre OHe e, portanto, o aprimoramento da eficiéncia fotocatalitica (GHULE et al.,
2011). Neste experimento, comprovou-se que 0 ZnO pode atuar na descoloracgao da solugao
de corantes presentes em efluentes residuais independente do pH do meio tratado. Em pH
muito acido ou muito basico, ocorre a dissocia¢do do ZnO, resultando em um processo de
catalise homogéneo. Ja em pH moderado (entre 5 e 10), 0 ZnO atua na sua forma so6lida,
formando assim um fotocatalisador heterogéneo.

5.6. Concentracdo Inibitéria Minima

O estudo da concentracdo inibitéria minima (CIM) é vélido para a determinacéo da
menor concentracdo de solucdo necessaria que inibe o crescimento de microrganismos.
Neste trabalho, a avaliacdo da capacidade antimicrobiana das nanoparticulas de ZnO30
contra os isolados clinicos, apresentaram valores de CIMs variando de 4300 pg mL' a
268,75 nug mL? dependendo da cepa bacteriana analisada (bactérias Gram-negativas),

conforme a tabela 1.
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Tabela 4. Concentracao inibitoria minima de ZnO30 frente a diferentes culturas
bacterianas.

Culturas Bacterianas Concentracéo Inibitéria Minima
Escherichia coli ATCC 25922 2150 pg mL*!
Klebsiella pneumonia produtora de OXA-48 268,75 ng mL*

Klebsiella pneumonia produtorade KPC -
Klebsiella pneumoniae com alteragdo no gene

-1
mgrB 4300 pg mL
Acinetobacter baumannii produtora de OXA- 268.75 g mL"
143
Serratia marcescens produtora de KPC 1075 pg mL*?

Pseudomonas aeruginosa produtorade GES -

Fonte: A autora.

As menores CIMs observadas foram contra Acinetobacter baumannii produtora de
OXA-143 (268,75 pg mL™) e Klebsiella pneumonia produtora de OXA-48 (268,75 pg mL"
1. Seguidos de Serratia marcescens produtora de KPC (1075 ug mL™), Escherichia coli
ATCC 25922 (2150 ng mL™?) e Klebsiella pneumoniae com alteragdo no gene mgrB (4300
ug mL?).

Na literatura encontram-se alguns mecanismos para explicar a acdo do ZnO quanto
as suas caracteristicas bactericidas. Dentre os mecanismos de agdo biologica do ZnO
podemos citar a geragdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) (SIRELKHATIM et al.,
2015). Essas espécies reativas de oxigénio podem levar ao dano no DNA, proteinas, lipideos
e minerais, resultando em supressio do crescimento e, finalmente, morte celular (KROL et
al., 2019). A producdo das espécies reativas do oxigénio pode aumentar até quatro vezes nos
meios contendo Acinetobacter baumannii com a presenca das nanoparticulas de ZnO, em
comparagdo com a cultura ndo tratada. Este aumento na geracdo de espécies reativas de
oxigénio leva hd muitos efeitos nas bactérias, entre elas, pode-se citar a peroxidagéo lipidica.
A estimativa mostrou que existem uma elevacao na peroxidacéo lipidica apds o tratamento

com ZnO. Essa peroxidacao lipidica afeta a integridade das membranas das bactérias.
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Outro mecanismo proposto leva em consideragdo a liberagdo de ifons Zn?* na
membrana celular, o que inibe o crescimento bacteriano (PRASAD et al., 2020). O
lancamento de ions de Zn?* tem efeito significativo na inibicdo ativa do transporte, bem
como no metabolismo de amino&cidos e no sistema enzimatico (YANG et al., 2009)

As nanoparticulas de ZnO também podem causar a ruptura das membranas celulares,
quando as nanoparticulas de ZnO penetram na bactéria. A internalizagdo é controlada
conforme o tamanho da particula. Outra possibilidade para a atividade bacteriana das
nanoparticulas de ZnO consiste na interacdo eletrostatica entre as nanoparticulas e os bacilos
da superficie celular. A inibicdo do crescimento ocorre devido a geracdo de carga total
negativa bacteriana, devido a formacdo cessante de grupos carboxila separados
(STOIMENOQV et al., 2002).

Para a bactéria Escherichia coli, a CIM esta entre as mais elevadas. No estudo de
Mohr et al. (MOHR et al., 2019), utilizando a técnica de microdilui¢do em caldo, ndo ocorreu
inibicdo de células microbianas em nenhuma das concentragdes estudadas (até 3133,3 ug
mL1) frente as nanoparticulas de ZnO. O resultado obtido em nosso trabalho torna-se ainda
mais interessante, pois atingimos a CIM de ZnO para a Escherichia coli na concentracdo de
2150 ug mLL.

Nas concentragfes avaliadas neste estudo, as nanoparticulas de ZnO30 ndo
apresentaram resultados inibitérios contra os isolados de Klebsiella pneumoniae produtora
de KPC e Pseudomonas aeruginosa produtora de GES. Porém, ndo é possivel afirmar que
as nanoparticulas de ZnO nédo apresentam atividade antimicrobiana em concentracdes
maiores para essas bactérias, portanto, propde-se que a concentracdo inibitoria pode ser
maior que 4300 pg mL. Entretanto, os resultados destacados nas pesquisas (REYES-
TORRES et al., 2019; VIJAYAKUMAR et al., 2020) corroboram com os resultados do
estudo apresentado para Pseudomonas aeruginosa, visto que as mesmas frente as

nanoparticulas de ZnO também n&o apresentaram atividade bactericida.
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6. CONCLUSAO

A sintese de nanoparticulas via sonoquimica apresenta uma metodologia de facil
aplicabilidade e baixo custo, visto que houve a eliminacdo da necessidade de solventes caros
e de alta pureza, assim como a utilizacdo de instrumentacdo simplificada. A sintese via
sonoquimica das nanoparticulas de ZnO apresentaram tempo reduzido (entre 2 e 15 minutos)
quando comparado com demais metodologias apresentadas na literatura, devido a
diminuicdo do nimero de etapas de sintese. Nesta metodologia de sintese ndo se utilizou
tratamento térmico. Obteve-se maior rendimento para a amostra ZnO10 com a taxa de
72,83% e 0 menor para a amostra Zn0O100 57,28%.

A partir do trabalho realizado por este grupo de pesquisa, as caracterizagdes do DRX
sugerem a formacéo de um material puro e homogéneo. Com os resultados obtidos da técnica
do FEG-MEV observou-se a formacao de nanoparticulas em formato de estrelas.

A técnica de difracdo de raios X para confirmacdo da pureza e da fase formada de
Zn0O, a microscopia eletronica de varredura por emissdo de campo para visualizacdo da
morfologia e a analise termogravimétrica para verificar o comportamento térmico dos p6s
obtidos estdo sendo realizados na Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar), visto a .

A atividade fotocatalitica das nanoparticulas de ZnO5 frente a solucdo do corante
alaranjado de metila foi comprovada, na qual obteve-se 100% da descoloragdo quando o
meio estava em pH 3, com tempo de aproximamente 90 minutos. J& em meio neutro ocorreu
apenas 48,24% da diminuicdo da descoloracdo da solucéo, e em maior tempo de exposicéo,
aproximadamente 120 minutos.

A atividade bacteriostatica das nanoparticulas de ZnO30, ou seja, a inibicdo da
multiplicacdo foi confirmada para cinco diferentes culturas bacterianas neste estudo. As
nanoparticulas de ZnO apresentaram valores de CIMs variando de 4300 ug mL*! a
268,75 ng mL?, dependendo da cultura bacteriana analisada. As menores CIMs observadas
foram de 268,75 pg mL? contra Acinetobacter baumannii produtora de OXA-143 e
Klebsiella pneumonia produtora de OXA-48.
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Aos vinte e quatro dias do més de junho de dois mil e vinte e um, as 19 horas, em
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secreta, passou aos trabalhos de julgamento, tendo sido a candidata considerada
APROVADA, fazendo jus ao titulo de MESTRE EM QUIMICA. Ap6s a avaliagéo o titulo
da dissertacdo foi modificado passando a ser “Sintese de ZnO via reagdo de
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