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RESUMO

A utilizagdo de materiais nanoestruturados sintetizados a partir de sais metalicos tem atraido cada vez mais a
atencdo de pesquisadores e industrias no sentido de desenvolver aplicagdes inovadoras em areas como a de
energia, satde e alimentos. A prata, o cobre e¢ o oxido de zinco, por apresentarem propriedades
antibacterianas, possuem um grande potencial para aplicacdo como substituintes aos tradicionais agentes
antibacterianos organoclorados e derivados de arsénio. O o6xido de zinco, por apresentar baixissima
toxicidade as células humanas, ndo sendo classificado como metal pesado e por ser um material
biocompativel, aparece como alternativa em aplicagdes como na area médica e no tratamento de agua para o
consumo. O presente trabalho teve como principal objetivo sintetizar nanoparticulas de 6xido de zinco pelo
método do poliol, e avaliar a atividade antibacteriana destas nanoestruturas contra a bactéria Gram negativa
Escherichia coli. As sinteses foram conduzidas na presenca e auséncia da poli(vinil pirrolidona) para
investigar a influéncia deste agente estabilizante nas propriedades morfoldgicas das nanoparticulas obtidas.
Todas as amostras foram caracterizadas por espectrofotometria na regido do UV-Vis, difratometria de raios-
X, microscopia eletronica de varredura com efeito de campo e microscopia eletronica de transmissdo. Testes
para avaliacdo da atividade antibacteriana com diferentes quantidades de nanoparticulas de 6xido de zinco
sintetizadas sem a poli(vinil pirrolidona) foram conduzidos conforme a norma ASTM E-2149. Os resultados
obtidos demonstraram que o método do poliol foi capaz de produzir nanoparticulas de 6xido de zinco com
elevado grau de pureza e didmetro médio em torno de 20 nm, na ausé€ncia ou presenca da poli(vinil
pirrolidona). Os ensaios microbiologicos comprovaram que as nanoparticulas de 6xido de zinco produzidas
apresentaram excelente atividade antibacteriana contra a bactéria Escherichia coli quando aplicadas em
concentragdes superiores a 50 mg.L™.

Palavras-chave: nanoparticulas de 6xido de zinco, atividade antibacteriana, método do poliol, tratamento de
agua.

ABSTRACT

The use of nanostructured materials synthesized from metal salts has increasingly attracted the attention of
researchers and industries to develop innovative applications in areas such as energy, health and food. Due to
the antibacterial properties of silver, copper and zinc oxide, they are potential substituents to the traditional
antibacterial agents, such as organochlorines and arsenic derivatives. Once zinc oxide is not classified as
heavy meta, has low toxicity, and is biocompatible, it appears as an alternative material for applications in the
medical area and water treatment. The main objective of this work was to synthesize zinc oxide nanoparticles
by the polyol method and evaluate the antibacterial activity of these nanostructures against the Gram negative
bacteria Escherichia coli. The syntheses were carried out in the presence and absence of poly(vinyl
pyrrolidone) to investigate the influence of this stabilizing agent on the morphological properties of the
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nanoparticles. All of the samples were characterized by UV-Vis spectrophotometry, X-ray diffractometry,
field emission scanning electron microscopy and transmission electron microscopy. Tests to evaluate the
antibacterial activity of different amounts of the zinc oxide nanoparticles were performed according to the
ASTM E-2149. The results obtained demonstrated that the polyol method was able to produce zinc oxide
nanoparticles with high purity and average diameter around 20 nm, regardless the presence of poly(vinyl
pyrrolidone). Microbiological assays showed that zinc oxide nanoparticles produced excellent antibacterial
activity against the bacteria Escherichia coli when applied at concentrations higher than 50 mg.L™".

Keywords: nanoparticles, zinc oxide, antibacterial activity, polyol method, water treatment.

1. INTRODUGAO

O desenvolvimento ¢ a aplicagdo pratica de nanotecnologias tém atraido cada vez mais a ateng@o das
industrias e de pesquisadores devido as notaveis propriedades que se pode alcangar com os materiais quando
o de tamanho das particulas atinge a escala nanométrica [1]. No que concerne o desenvolvimento de
nanoestruturas com propriedades antibacterianas para aplicagdes diversas, € possivel encontrar na literatura
trabalhos envolvendo o uso de nanoparticulas de prata [2], cobre [3], 6xido de zinco [4], dioxido de titdnio
[5] e dioxido de estanho [6]. O uso de nanoparticulas metalicas para aplicagdo como agentes antibacterianos
aparece como uma importante alternativa aos tradicionais organoclorados e aos derivados de arsénio,
usualmente empregados para esta finalidade. Além disso, o uso de nanoparticulas ¢ extremamente vantajoso
do ponto de vista da eficacia do produto, pois a elevada relacdo entre e area superficial e o volume exibida
pelas nanoparticulas permite que minimas quantidades destes materiais sejam suficientes para conferir
excelentes propriedades antibacterianas [2].

Em comparagdo aos compostos organicos, as nanoparticulas de 6xido de zinco sdo extremamente
vantajosas, pois além de apresentarem uma atividade antibacteriana mais duravel, sdo resistentes ao calor [7],
0 que permite sua aplicacdo em processos como o de transformagdo de plasticos. Entre os diversos materiais
nanoestruturados utilizados como agentes antimicrobianos, o 6xido de zinco vem recebendo cada vez mais
atenc¢do ndo so devido a sua excelente eficiéncia bactericida e fungicida, mas também por ndo ser classificado
como um metal pesado, como € o caso da prata. Além de ser um material que apresenta baixissima toxicidade
aos seres humanos, ¢ seguro e biocompativel [4], o que permite seu uso como agente ativo em medicamentos
para aplicacdo dermatoldgica devido a sua atividade antimicrobiana [8]. Atualmente ¢ possivel encontrar
aplicagdes do 6xido de zinco nas industrias farmacéutica (pomadas ou pds antisépticos), cosmética
(desodorantes e protetores solares) [9] e de alimentos (embalagens ativas para aumento do tempo de
prateleira de produtos) [10].

Na forma de nanoparticulas, o 6xido de zinco € efetivo no controle de uma grande quantidade de
microrganismos, pois apresenta a capacidade de alterar os componentes da membrana celular da bactéria,
distorcendo-a e rompendo-a, o que leva a perda do componente intracelular e a consequente morte do
microorganismo [11]. Por esta razio, nanoparticulas de 6xido de zinco vem sendo cada vez mais estudadas e
utilizadas em aplicagdes nas quais propriedades antibacterianas sdo requeridas. Uma potencial area de
aplicagdo para estas nanoparticulas ¢ a biomédica, na qual existe a problematica do desenvolvimento de
bactérias resistentes a antibidticos. Outra area promissora para a aplicagdo das nanoparticulas de 6xido de
zinco, e que ¢ de grande interesse mundial, é a desinfec¢do de dguas para o consumo humano. Dentre os
patdgenos mais comuns encontrados na agua, a Escherichia coli (E. coli) esta entre 0os mais nocivos, pois
pode causar inflamagdo do célon, diarréia, dores abdominais e, nos casos mais graves, a evacuacgao de sangue
[4]. Atualmente existem estudos [12], [13] e [14] e até mesmo produtos comerciais que usam prata coloidal
para aniquilar bactérias em unidades de tratamento de agua. Contudo, o uso da prata é questionavel do ponto
de vista de toxicidade, tanto aos serem humanos quanto ao proprio meio ambiente.

Neste contexto, o uso de nanoparticulas de 6xido de zinco, em detrimento ao uso das nanoparticulas
de prata, aparece como uma alternativa viavel, saudavel e ecologicamente correta para o desenvolvimento de
filtros com propriedades antibacterianas. Desta forma, o presente trabalho teve como principal objetivo
sintetizar, caracterizar, e avaliar a atividade antibacteriana de nanoparticulas de 6xido de zinco contra a
bactéria Gram negativa E. coli, vislumbrando a possibilidade de aplicacdo destas nanoestruturas no
tratamento de dgua para o consumo humano.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Sintese das nanoparticulas

As nanoparticulas de 6xido de zinco foram preparadas utilizando-se acetato de zinco dihidratado
(CH53C00),Zn-2H,0 (99,995%, Quiminorte) como sal precursor, monoetilenoglicol (Quimidrol) como
veiculo do meio reacional, poli(vinil pirrolidona) — PVP (MM = 55.000 g.mol ™, Sigma-Aldrich) como agente
estabilizante, e 4gua deionizada como iniciador das reagdes de hidratagdo e condensagdo responsaveis pela
nuclea¢do das nanoparticulas. Todos os reagentes foram utilizados conforme recebido, sem purificagdo
prévia.

De acordo com [15], a 4gua pode agir ndo s6 como reagente na reagdo de hidrdlise (equagdo 1), mas
também como produto na reagdo de condensagdo (equagdo 2b). Com isso, a razdo de hidratagdo pode afetar
tanto a taxa de hidrolise quanto a taxa de condensacdo do precursor do Zn na solugdo, através da qual
particulas de ZnO podem ser nucleadas para, posteriormente, crescerem. O autor ainda relata que os ions
acetato do sal precursor podem ser fortemente quelados aos ions Zn"?, de forma que o acetato de zinco néo
consegue se dissociar totalmente na solu¢do, permanecendo na forma de Zn(CH3;COO);u) Com a
introdu¢do da agua, o Zn(CH3COO)yuq) pode se hidrolisar, dando origem ao composto intermediario
Zn(OH)(CH3COO) (equagdo 1). A reagdo de condensacdo envolvendo este composto hidrolisado pode
ocorrer por dois mecanismos possiveis, de modo que a ligacdo Zn-O-Zn se forme, resultando na liberagéo de
CH;COOH (equagao 2.a) ou H,O (equacdo 2.b). A nucleagdo do ZnO ocorre por meio de sucessivas reagdes
de hidrolise e condensagdo da espécie intermediaria formada nas reagdes apresentadas nas equagoes 2a e 2b
(equagdo 3). Uma vez que a nucleagdo ocorre, as particulas crescem devido a adigdo das espécies
intermediarias. Este modelo de crescimento por adi¢do requer a hidrélise do complexo de Zn precursor na
superficie das particulas em crescimento. O mecanismo reacional completo é apresentado a seguir nas
equagdes numeradas de 1 a 3:

Zn(CH;CO0), + H,0 — Zn(OH)(CH;CO0) + CH;COOH (1)
Zn(CH;COO), + Zn(OH)(CH;CO0) — Zn,(0)(CH3COO0), + CH;COOH (2a)
Zn(OH)(CH;COO0) + Zn(OH)(CH;COO0) — Zn,(0)(CH;COO0), + H,0 (2b)
Zny(0)(CH;COO0), + H,0 — 2 ZnO + 2 CH;COOH 3)

As sinteses das nanoparticulas de 6xido de zinco foram realizadas em um baldo volumétrico com 3
bocas de 250 ml com um condensador de refluxo instalado para evitar o escape de gases. Inicialmente,
adicionou-se no sistema reacional o monoetilenoglicol (100 mL), seguido pelo acetato de zinco di-hidratado
(8,76 g), e o sistema foi mantido sob vigorosa agitagdo a temperatura ambiente até a completa solubilizagdo
do sal precursor. Em seguida, nas sinteses que foram conduzidas na presenca do agente estabilizante,
adicionou-se 1,0 g de poli(vinil pirrolidona) seguido de 1,0 mL de agua deionizada. Em paralelo, uma
amostra foi sintetizada sem o uso de agente estabilizante, sendo adicionado apenas 1,0 mL de agua
deionizada apods a solubilizacdo do sal precursor. Em seguida, cada mistura reacional foi submetida a uma
vigorosa agita¢do, e aquecida até 205°C, mantendo estas condigdes por 220 minutos. Apds este periodo, os
meios reacionais foram resfriados naturalmente até atingirem a temperatura ambiente. Posteriormente, as
particulas produzidas foram suspensas em acetona (Dinamica) na propor¢do 1:3, e submetidas a sucessivas
etapas de centrifugagdo a 3500 RPM e 25°C por 30 minutos (centrifuga marca Sigma, modelo 3k12). Um vez
lavados e separados, os produtos foram submetidos a secagem em estufa por 24 horas & 50°C, para entdo
serem caracterizados.

2.2 Caracterizagcido das nanoparticulas

As caracterizagdes por espectrofotometria de UV-Vis foram realizadas preparando suspensdes das particulas
secas de 6xido de zinco em agua deionizada numa proporg¢ao de 0,01g de solidos para 100,0 mL de dgua. Em
seguida, esta suspensdo foi homogeinizada em um banho de ultrassom por 30 minutos e transferida para uma
cubeta de quartzo com caminho Optico de 10 mm. Os valores de absor¢cdo foram lidos em um
espectrofotometro Shimadzu UV-1601PC, com o intuito de se avaliar e comparar com a literatura os
espectros de absor¢ao de luz na regido do ultravioleta das particulas de 6xido de zinco sintetizadas.

As analises de microscopia eletronica de varredura por emissdo de campo (MEV-FEG) foram
realizadas em um microscopio JEOL — JSM 6701 operando com 10 kV. As amostras de nanoparticulas secas
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foram aderidas em uma fita adesiva dupla face sobre o suporte, retirando o excesso de particulas com ar
comprimido, e posteriormente recobertas por uma fina camada de ouro. Para as andlises de microscopia
eletronica de transmissdo (MET), 1,0 g das amostras de nanoparticulas foram suspensas em 10 mL de 4dgua
deionizada, e dispersas em um banho de ultrassom durante 30 minutos. Em seguida, 10 gotas de cada amostra
foram pingadas em grids de cobre de 300 mesh recobertos com filme de carbono. As imagens foram
realizadas em um microscdpio eletronico de transmissdo JEOL JEM-2100 operando com resolucdo de 200
kV para realizacao das imagens.

Analises de difratometria de raios-X foram conduzidas para se avaliar a estrutura cristalografica das
particulas sintetizadas. Para isso, utilizou-se o equipamento Philips X’pert operando com radiagdo CuKa de
40kV, 30 mA (A = 1,5406 A) e um passo de 0,02°. As leituras foram realizadas com angulo de difragdo
variando entre 30 e 90°.

2.3 Testes antibacterianos

Os testes para avaliagdo da atividade antibacteriana das nanoparticulas de 6xido de zinco foram realizados
com base na norma ASTM E2149 — Determinagdo da Atividade Antimicrobiana de Agentes Antimicrobianos
Imobilizados sob Condi¢des de Contato Dinamico”. A bactéria Gram negativa Escherichia coli (CCT-8739)
foi selecionada para os ensaios pelo fato desta bactéria estar diretamente relacionada a problemas de satide
gerados pelo consumo de agua contaminada. Os ensaios antibacterianos foram realizados com concentragdes
de 0, 25, 50 ¢ 100 mg.L"' das nanoparticulas de 6xido de zinco sintetizadas sem poli(vinil pirrolidona).

O inéculo foi preparado solubilizando-se 0,8 g de agar bacteriologico em 100 mL de 4dgua destilada.
Depois de autoclavada durante 15 min. a 121°C, esta solucdo foi resfriada para que uma determinada
quantidade das bactérias E.coli fosse adicionada. Esta solug@o foi incubada por 18 horas na temperatura de 37
°C e agitagdo de 130 RPM. O preparo do cultivo sélido foi realizado pela dilui¢do, sob agitacdo, de 22 g de
caldo Mueller Hinton em 1000 mL de agua destilada, seguido de aquecimento e autoclavagem nas mesmas
condig¢des do indculo. Esta solucdo foi acondicionada em placas de Petri para solidificagdo em uma capela de
fluxo laminar previamente esterilizada com radiagdo ultravioleta, tampadas e lacradas com parafilm.

Para a realizacdo do teste antibacteriano, o indculo foi diluido até que fosse atingida uma leitura de
absorbancia de 0,28 + 0,1 no comprimento de onda de 475 nm em espectrofotometro (SP-22 BIOSPECTRO).
A seguir, a amostra foi submetida a uma diluigio seriada até se alcangar uma concentragdo de 1,5 — 3,0 x 10°
UFC/mL. A amostra de referéncia foi preparada adicionando-se apenas 50 mL do indculo diluido em um
Erlenmeyer de 100 mL.

Para se avaliar a eficiéncia antibacteriana das nanoparticulas de 6xido de zinco obtidas neste trabalho,
trés amostras foram preparadas em erlenmeyers diferentes, cada um contendo 50 mL do in6culo mais 10 mL
de uma solugdo aquosa contendo distintas quantidades de o6xido de zinco. Estas solu¢des aquosas foram
preparadas dispersando 0,125 g, 0,25 g e 0,50 g de 6xido de zinco nanoparticulado em 10 mL de agua
deionizada. Estas suspensdes aquosas foram adicionadas em 50 mL do indculo, resultando em suspensodes
com teor de dxido de zinco de 25, 50 ¢ 100 mg.L", repectivamente, as quais foram dispersas em banho de
ultrassom por 30 minutos.

Apds 24 horas sob agitagdo em shaker, e temperatura controlada de 37°C, as amostras foram
novamente diluidas até atingirem uma concentragdo de 1,0 x 10 UFC/mL. Em tréplicas, aliquotas de 0,1 mL
foram espalhadas sobre a superficie do agar nas placas de Petri, com auxilio de uma alga triangular de vidro
Drigalski, até a completa absor¢do. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas e, posteriormente foi
realizada a contagem das unidades formadoras de colonias (UFC).

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

De acordo com a Figura 1, referente a amostra de nanoparticulas sintetizadas sem a presenca de poli(vinil
pirrolidona), observa-se uma pronunciada absor¢do no comprimento de onda de 360 nm, condizentes com os
resultados reportados por [16].

O espectro da amostra sintetizada na presenca de poli(vinil pirrolidona) apresentou resultados
semelhantes ao anterior, tendo sua maior absor¢do em aproximadamente 360 nm. Porém, as amostras
sintetizadas com poli(vinil pirrolidona) absorveram mais radiagdo do que aquelas sintetizadas sem este
agente estabilizante, o que é um indicio de que houve uma melhor dispersdo das nanoparticulas no meio
aquoso ¢ uma melhor manuten¢do da estabilidade coloidal, o que contribuiu para que um nimero maior de
nanoparticulas permanecesse em suspensdo durante a realizacdo da andlise.
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Figura 1: Espectros de absorbancia das nanoparticulas de 6xido de zinco sintetizadas com e sem poli(vinil pirrolidona).

As analises de DRX foram realizadas com o objetivo de se caracterizar a estrutura cristalografica do
produto obtido e, mediante comparacdo com difratogramas publicados na literatura, confirmar se o produto
sintetizado era realmente 6xido de zinco. Na Figura 2 sdo apresentados os difratogramas de raio-X para as
amostras sintetizadas com e sem poli(vinil pirrolidona). Todos os picos de difragdo de Bragg, devidamente
especificados nos difratogramas, sdo tipicos de cristais de 6xido de zinco com estrutura hexagonal (wurtzita),
conforme reportado na literatura [15] e [17]. A ndo existéncia de picos extra demonstram que 0s nanocristais
de o6xido de zinco sintetizados possuem elevado grau de pureza, ¢ a cristalidade do material parece ndo ter
sido afetada pela adicdo do agente estabilizante poli(vinil pirrolidona) durante o processo de sintese.
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Figura 2: Difratogramas de raios-X das nanoparticulas de 6xido de zinco sintetizadas com e sem poli(vinil pirrolidona).

Os difratogramas de raios-X também foram utilizados para se estimar o tamanho médio dos cristalitos
de acordo com a formula de Scherre [16], mostrada na equagdo 4. Nesta equagdo, 4 € o comprimento de onda
dos raios-X utilizado (1,5406 A), k é um pardmetro de forma das nanoestuturas (considerado 0,9 devido a
forma esferuldide dos cristalitos), f € o valor da largura a meia altura do pico de maxima intensidade de
difracdo de Bragg (100), localizado em torno de 36,28° e 6 ¢ o valor da metade do angulo 28 referente ao
pico de maxima intesidade de difracdo de Bragg. O tamanho dos cristalitos estimado pela formula foi de 23 e
21 nm para as nanoparticulas de o6xido de zinco sintetizadas sem e com poli(vinil pirrolidona),
respectivamente. Estes resultados demonstram que houve pouca influéncia do agente estabilizante na
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cristalinidade das nanoparticulas de ZnO produzidas na auséncia e presenca do agente estabilizante.
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As analises de MEV-FEG e¢ MET foram realizadas para avaliar a forma geométrica ¢ o tamanho
médio das nanoparticulas de 6xido de zinco sintetizadas. Como ¢ possivel notar a partir da Figura 3, e
principalmente a partir da Figura 4, as caracteristicas morfologicas das nanoparticulas visualizadas nas
imagens de microscopia sdo condizentes com as estimativas de tamanho obtidas a partir dos calculos de
tamanho de cristalito obtidas por DRX. Nas imagens presentes na Figura 3, apesar das nanoparticulas
estarem muito aglomeradas por estarem na forma de um fino p6 seco, observa-se uma distribui¢do
razoavelmente homogénea de tamanho das particulas situado em torno de 50 nm, o que significa que cada
particula é composta por no maximo 3 cristalitos.

Figura 3: Imagens obtidas por MEV-FEG das nanoparticulas de 6xido de zinco produzidas: A) sem poli(vinil pirrolido-
na); B) com poli(vini lpirrolidona) com aproximagao de 80.000x.

Figura 4: Imagens obtidas MET das nanoparticulas de 6xido de zinco produzidas: A) sem poli(vinil pirrolidona); B) com
poli(vini Ipirrolidona).

Por fim, a eficiéncia antibacteriana das nanoparticulas de 6xido de zinco sintetizadas sem poli(vinil
pirrolidona) foi avaliada contra a bactéria Gram negativa Escherichia coli. Os resultados apresentados na
Figura 5 mostram claramente que concentragdes a partir de 50 mg.L™ foram suficientes para inibir por
completo o crescimento das bactérias E. coli.

Figura 5: Resultados da quantidade de unidades formadoras de colonia (UFC) obtida nos ensaios antibacterianos condu-
zidos na presenga de 0, 25, 50 e 100 mg.L™" das nanoparticulas de 6xido de zinco sintetizadas sem poli(vinil pirrolidona).
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4. CONCLUSOES

O presente trabalho avaliou a rota quimica do poliol para sintetizar nanoparticulas de 6xido de zinco,
investigando a influéncia da presenga do agente estabilizante poli(vinil pirrolidona) no meio reacional sobre
as caracteristicas morfologicas das nanoparticulas produzidas. Os resultados obtidos demonstraram que em
ambos os casos foi possivel produzir nanoparticulas de 6xido de zinco com forma geométrica tendendo a
esférica, com tamanhos médios em torno de 50 nm, compreendendo no maximo 3 cristalitos da ordem de 20
nm por particula. Os ensaios microbioldgicos realizados indicaram que concentragdes de 50 mg.L™" de 6xido
de zinco nanoparticulado foram suficientes para inibir por completo o crescimento da bactéria Gram negativa
Escherichia coli, demonstrando que a rota quimica do poliol pode ser usada na producdo deste tipo de
nanomaterial para garantir um bom desempenho antibacteriano em processos de desinfec¢do da agua.
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