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RESUMO - Infec¢bes ocasionadas por microrganismos patogénicos sdo um problema
de satde publica que demandam atencdo e estudo ja ha algum tempo. Novos agentes
antimicrobianos despertam interesse de estudo, visando o desenvolvimento de materiais
que confiram atividade antimicrobiana. Tendo em vista esta problematica, este trabalho
tem como objetivo estudar a atividade antimicrobiana de nanoparticulas de 6xido de
zinco (NPs-ZnO) e nanoparticulas de dioxido de titanio (NPs-TiOz) frente as bactérias
Staphylococcus aureus (S. aureus) e Escherichia coli (E. coli). Para avaliar a atividade
antimicrobiana das NPs-ZnO e NPs-TiO- realizou-se testes de difusdo em meio solido e
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM). Para as NPs-ZnO, o didmetro médio do halo de
inibicdo foi de 1,1 £ 0,06 cm e 0,7 £ 0,15 cm para S. aureus e E. coli, respectivamente.
A CIM das NPs-ZnO determinada no presente estudo para inibir S. aureus varia de
391,7 pg mL* e 783,3 pug mL?, enquanto que para E. coli ndo foi possivel determinar a
CIM em virtude de a solucdo saturada de NPs-ZnO nédo ser suficiente para causar
inibicdo efetiva desta bactéria. J& para as NPs-TiO2, ndo houve a formacéo de halo de
inibicdo, bem como, nédo foi possivel a determinacdo da CIM para nenhuma das estirpes
bacterianas em estudo, reafirmando a incapacidade de inibicdo bacteriana das NPs-TiOg,
sem uma fonte fornecedora de luz UV e/ou visivel.

Palavras-chave: nanoparticulas, Oxido de zinco, dioxido de titdnio, atividade
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1. INTRODUCAO

As doencas causadas por microrganismos patogénicos representam um problema de saude
publica, que se estende desde o fator social até econémico. O aumento de focos e de infec¢des
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patogénicas, resisténcia bacteriana a antibioticos, mutacGes bacterianas, falta de vacinas adequadas
principalmente em paises subdesenvolvidos e infeccGes hospitalares representam perigo para a
salde humana global (SIRELKHATIM et al., 2015).

Um cuidado especial em relacdo a contaminagdo por microrganismos é requerido em
dispositivos médicos, drogas, superficies hospitalares, restauracdo dental e equipamentos
cirargicos, produtos de saude e higiene, sistemas de purificacdo de agua, embalagens, alimentos,
entre outros (BONILLA, GARCIA, 2012).

Tendo em vista este cendrio, muitas pesquisas vém sendo realizadas com o intuito de estudar
e desenvolver novos agentes antimicrobianos que confiram esta propriedade. Alguns 6xidos, tais
como Oxido de célcio (Ca0), 6xido de magnésio (MgO), didxido de titanio (TiO.) e 6xido de
zinco (ZnO) vem ganhando destaque, revelando-se com potencial atividade antibacteriana mesmo
em pequena quantidade, podendo ser substitutos dos agentes convencionais como sal de aménio
quaternario e cloro, por exemplo (NAFCHI et al., 2012; OHIRA et al., 2008; SAWALI, 2003).

De acordo com a Food and Drug Administration, o ZnO, é considerado um material seguro
e atdxico aos seres humanos. Além disso, a ascensdo e fabricacdo de NPs-ZnO abrem um leque de
possibilidades para que as mesmas possam ser incorporadas em diferentes matrizes conferindo
propriedades diversas, como capacidade de absorver tanto raios UV-A quanto raios UV-B,
propriedade antimicrobiana, melhora de algumas propriedades de empacotamento tais como
resisténcia mecanica, estabilidade e propriedades de barreira (MIRZA et al., 2015; ESPITIA et al.,
2012; KUMARI et al., 2011). Dentre os possiveis mecanismos de a¢do antimicrobiana das NPs-
ZnO, destacam-se a liberagdo de ions de zinco (Zn?*) e a geracdo de espécies reativas de oxigénio
(DIZAJ et al., 2014, BRAYNER et al., 2006, YAMAMOTO, 2001).

O dioxido de titanio (TiO2) além de apresentar elevada atividade fotocatalitica tambeém
possui a propriedade de matar e/ou inibir o crescimento de bactérias. Além disso, apresenta
algumas outras vantagens como alta estabilidade, custo relativamente baixo, atoxico (para seres
humanos ou ambiente) e possibilidade de ser suportado em varios substratos (SINGH et al., 2013;
FU et al., 2005). Sua atividade fotocatalitica e antimicrobiana esta associada a propriedades como:
obtencdo de particulas e/ou compdsitos de TiO: estaveis, geracdo pares elétron/buraco, estendendo
a excitacdo para além do comprimento de onda UV, mas também regido da luz visivel e ainda,
obtencdo de uma reduzida taxa de recombinacdo do par elétron/buraco recém-criado, pois eles sdo
0s responsaveis pela geracdo de radicais reativos, que atingem as membranas celulares e levam a
morte dos microrganismos (FU et al., 2005).

As nanoparticulas destes 0xidos metalicos estdo sendo amplamente estudadas em virtude de
resistirem a rigorosas condi¢des de processamento, possuirem elevada area superficial em relagédo
ao volume e apresentarem propriedades quimicas e fisicas Unicas (RAI et al., 2009). Neste
trabalho, objetivou-se estudar a atividade antimicrobiana de NPs-ZnO e NPs-TiO. frente as
bactérias Staphylococcus aureus (S. aureus) e Escherichia coli (E. coli).

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

As nanoparticulas de Oxido de zinco (NPs-ZnO), gentilmente cedidas pela Kher Group,
possuiam area superficial de 85+11 m? g. As NPs-TiO, utilizadas constituiram na formulagéo
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comercial Degussa P25 (70% anatase e 30% rutilo) na forma de pd com éarea superficial de
50+15 m? g%, sintetizadas pela empresa alema Evonik Industries, respondendo pelo nome
comercial AEROXIDE®,

2.2. Métodos

2.2.1. Técnica de difusdo em meio sélido a partir de orificio

A difusdo em meio sélido a partir de orificio foi realizada seguindo as recomendacdes do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012a) utilizando-se as bactérias
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Escherichia coli (ATCC 8739). Primeiramente, as
suspensdes bacterianas foram cultivadas em caldo Brain Heart Infusion (BHI, marca Himedia) por
24 h a 37+1 °C em estufa bacterioldgica (marca Quimis, modelo Q316m5). Em seguida, isolou-se
as colbnias bacterianas e apds 24 h estas foram ajustadas em solucédo salina estéril (0,85%) (NaCl,
marca Merck) para uma concentragdo de 108 UFC mL™ (Unidades Formadoras de Coldnia por
mL) utilizando-se um espectrofotémetro (marca Bel photonics, modelo 1105) no comprimento de
onda de 619 nm. Verteu-se meio de cultura Mueller Hinton (marca Merck) nas placas de petri,
deixando solidificar. As bactérias em estudo foram semeadas nas placas de petri com o auxilio de
um swab estéril, realizando-se a semeadura em trés dire¢des garantindo a total deposi¢do dos
mesmos sobre 0 meio de cultura. Em cada placa, foram feitos trés orificios equidistantes, com
diametro de aproximadamente 0,8 cm, sendo depositado nestes NPs-ZnO e NPs-TiOz. Incubou-se
a 37+1 °C por 24 h e, ap0s decorrido este periodo, mensurou-se o halo de inibicdo de crescimento
microbiano formado de acordo com a Equacéo 1.

Halo de inibicdo= Dex-Din (1)

Onde: Dex: diametro externo formado pela acdo do agente antimicrobiano sobre o0s
microrganismos (cm) Din: diametro ocupado pelo agente antimicrobiano (cm). O ensaio foi
realizado em triplicata, sendo considerado como resultado a média do valor dos halos de inibicéo.

2.2. 2. Técnica de microdiluicdo em caldo para a determinacéo da
Concentracédo Inibitéria Minima (CIM)

A determinacdo do CIM foi realizada utilizando-se a metodologia descrita pela Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012b), com algumas modifica¢cdes. Foram preparadas
solugBes padrdo nas concentracdes de 3133,3 pg mL™ para as NPs-ZnO e 9533,3 pg mL™? para as
NPs-TiO2 em &gua ultrapura, com homogeneizacao feita atraves do ultrassom (marca Eco-sonics,
modelo Q1.8/40 A). Tais concentracdes foram determinadas a partir de testes preliminares de
modo que a solugéo ficasse saturada e 0s compostos em estudo ndo precipitassem nos micropogos
da placa de analise. Analogamente ao ensaio de difusdo em meio solido as bactérias utilizadas
foram Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Escherichia coli (ATCC 8739).

Utilizou-se balGes volumétricos de 10 mL para realizacdo da diluicdo seriada partindo da
solugéo padréo. Foram realizadas 7 diluigdes conforme mostra a Tabela 1. O ensaio foi realizado
em microplacas estéreis de 96 micropocos (marca INLAB) com fundo em forma de “U”,
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distribuidos em 8 linhas nomeadas de A até H e 12 colunas.

Tabela 1 — SolucBes com diferentes concentracfes de NPs-ZnO e NPs-TiO; para a determinacéo

da CIM
Linha conc. (ug mL™) Conc. (ug mL™Y)
NPs-ZnO NPs-TiO>

A 3133,3 9533,3
B 1566,7 4766,7
C 783,3 2883,3
D 391,7 1191,7
E 195,8 595,8
F 97,9 2979
G 48,9 148,9
H 24,5 74,5

Colocou-se 100 pL de caldo BHI em cada um dos micropogos; em seguida, nas colunas 1, 2
e 3 (caracterizadas como a triplicata de andlise) e linha A adicionou-se 100 pL da solugdo mais
concentrada de NPs-ZnO, diminuindo-a nas linhas posteriores em ordem decrescente. Feito isso,
adicionou-se 5 pL de suspensdo microbiana com 108 UFC mL™,

Na coluna 6 (controle negativo), foram inseridos 100 uL de BHI, 100 pL de agua ultrapura e
5 pL da suspensdo bacteriana (108 UFC mL™), de modo a atestar que a agua ultrapura, utilizada
como solvente, ndo estava inibindo o crescimento microbiano.

Na coluna 9 (controle positivo), foram inseridos 100 uL de BHI e 5 pL de suspenséo
bacteriana (108 UFC mL™), de modo a atestar que o caldo utilizado possibilita o crescimento dos
microrganismos testados; na coluna 12, deixou-se somente os 100 pL de BHI, de modo a atestar a
esterilidade deste (branco). Nas colunas 4, 5, 7, 8,10 e 11 nada foi adicionado.

As microplacas foram entdo incubadas em estufa microbioldgica, sob temperatura de
37+1 °C por 20 h. Apo6s decorrido este periodo, foram adicionados em cada micropoco 20 pL de
TTC (cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolico, marca Sigma-Aldrich), agente que promove a coloragéo,
possibilitando a visualizagcdo do crescimento bacteriano. As microplacas foram levadas para a
estufa bacterioldgica por mais 4 h, sendo entéo, retiradas para visualizacdo da coloragdo. O mesmo
procedimento de analise foi realizado para as NPs-TiOx.

3. RESULTADOS E DISCUSSAQO

3.1. Técnica de difusdo em meio solido a partir de orificio

A Figura 1 apresenta o halo médio de inibigdo para as NPs-ZnO e NPs-TiO frente a S.
aureus e E. coli.
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Figura 1 — Resultados do teste de difusdo em meio sélido para (a) NPs-ZnO/S. aureus; (b) NPs-
TiO2/S. aureus; (¢) NPs-ZnO/E. coli; (d) NPs-TiO2/E.coli.

Atraveés da Figura 1(a) e 1(c), pode-se visualizar o halo médio de inibigdo gerado pelas NPs-
ZnO frente a S. aureus e E. coli. Quando mensurados, estes foram de 1,1 £ 0,06 cm e 0,7 £ 0,15
cm, respectivamente. Analisando-se o tamanho dos halos de inibi¢cdo gerados pelas NPs-ZnO, é
possivel verificar que a atividade antimicrobiana é mais intensa contra a bactéria S. aureus quando
comparado a E. coli. Segundo Bonilla e Garcia (2012), as células bacterianas gram-positivas, que
€ 0 caso do S. aureus, possuem apenas uma camada exterior, 0 que facilita a penetracdo de
moléculas externas, promovendo a interacdo com a membrana citoplasmatica e tornando-as mais
frageis quando comparadas as células bacterianas gram-negativas, como por exemplo, E. coli.
Estas, possuem uma membrana adicional com uma estrutura de bicamada fosfolipidica,
responsével pela protecdo da membrana citopldsmica interior, em maior grau, 0 que promove
maior resisténcia a essa classe de bactérias.

Padmavathy e Vijayaraghavan (2008) verificaram que o tamanho do didametro médio de
particula é um fator preponderante na atividade antimicrobiana de nanoparticulas de oxido de
zinco frente a E. coli e Quando testadas as NPs-ZnO com tamanho de particula de 12 nm o halo de
inibicdo foi de 3,1 £ 0,01 cm e para NPs-ZnO de 45 nm o halo de inibicdo foi de 2,7 £ 0,01 cm.
Narayanan et al. (2012) verificaram que a quantidade de NPs-ZnO é um fator positivo quando
testada a atividade antimicrobiana. Os autores utilizaram 20, 40, 60, 80 e 100 ug de po e
obtiveram os seguintes halos de inibi¢do para S. aureus 1,8, 1,9, 2,0,2,0e 2,1 cme 1,3, 1,4, 1,6,
1,6 e 1,7 cm para E. coli, respectivamente.

Para as NPs-TiO2 ndo houve halo de inibicdo para ambas as bactérias em estudo. Alguns
estudos atestam que as NPs-TiO2 possuem atividade antimicrobiana frente as bactérias gram-
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positivas e gram-negativas em virtude de sua atividade fotocatalitica, estando esta atividade
associada aos pares elétron/buraco gerados no processo de fotoexcitacdo, 0s quais interagem com
a membrana celular dos microrganismos, causando danos a mesma e ocasionando vazamento de
minerais, proteinas e materiais genéticos, culminando em morte celular (Bonilla et al., 2013; Fu et
al., 2005; Joo et al., 2005). Porém, tal atividade se limita a exposicdo do composto a luz UV e/ou
luz visivel, agentes responsaveis por promover a ativacdo do composto e consequente geracdo dos
pares elétron/buraco. Logo, sem a presenca deste agente, as NPs-TiO2 ndo apresentam atividade
antimicrobiana eficaz, o que é comprovado no presente estudo.

3.2. Concentragéo Inibitoria Minima (CIM)

O estudo da CIM é importante para determinar qual a menor concentracdo de solugdo capaz
de inibir o crescimento de microrganismos. A Figura 2 mostra os resultados do teste de
Concentracdo Inibitoéria Minima para as NPs-ZnO quando testadas frente a S. aureus e E. coli,
Figura 2(a) e 2(b), respectivamente.
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Figura 2 — Resultados do teste de CIM para as NPs-ZnO frente a S. aureus (a) e E. coli (b).

Como pode ser observado na Figura 2(a), a CIM das NPs-ZnO para inibir o crescimento de
S. aureus na concentragdo de 108 UFC ml esté entre a Linha C e D, ou seja, entre 391,7 pg mL™*!
e 783,3 ug mL™. Para a bactéria E. coli ndo observou-se inibi¢io de células microbianas em
nenhuma das concentracGes estudadas, ou seja, estas foram insuficientes para inibir o crescimento
da referida bactéria.

Embora o ensaio de difusdo em meio sélido tenha atestado a capacidade bactericida e/ou
bacteriostatica das NPs-ZnO frente a E. coli através do mecanismo de difusdo, as concentracdes
utilizadas para o ensaio de CIM ndo foram suficientes para atestar a concentracdo inibitoria
minima para tal bactéria. Devido a saturacdo da solucdo de agua ultrapura/NPs-ZnO em
concentragdes acima da utilizada, esta ndo pode ser aumentada, em virtude de que a solucédo
precipitaria no fundo dos micropocos, levando a um erro de procedimento e, desta forma
comprometendo a analise.

Emami-Karvani e Chehrazi (2011) determinaram a concentracdo inibitéria minima para
nanoparticulas de 6xido de zinco frente a S. aureus e E.coli e verificaram que os valores da CIM
foram respectivamente de 500 e 1000 pug mL™. Lakshmi et al. (2012) sintetizaram através de
método quimico nanoparticulas de 6xido de zinco e determinaram a CIM das mesmas para S.
aureus e E. coli, sendo esses valores de 3000 ug mL™ para ambas as bactérias. Essa diferenca na
concentracdo inibitéria minima pode estar associada ao tamanho das nanoparticulas, sendo que
guanto menor for o tamanho, maior a relacdo area/volume e consequentemente a atividade
antimicrobiana e potencializada e, a quantidade de bactérias utilizadas na analise.

De forma analoga ao realizado para as NPs-ZnO, realizou-se o ensaio de CIM para as NPs-
TiO2, porém, como j& mencionado, o TiOz, sem um agende externo fornecedor de luz, néo
apresenta atividade antimicrobiana eficaz, pois a fotoexcitacdo ndo acontece e o mecanismo
inibidor fica comprometido, fato este, comprovado na presente andlise. Salienta-se que, de forma
semelhante ao ocorrido com as NPs-ZnO, ndo foi possivel a utilizacdo de uma solucdo mais
concentrada para os testes de CIM, devido a saturacdo ser alcancada e ocorrer a deposi¢dao do
material no fundo dos micropocos, comprometendo a analise.

Em estudo realizado por Maness et al. (1999), os autores incidiram energia luminosa sobre o
TiO2 e verificaram através do teste de plaqueamento em superficie que a concentracdo de TiO>
que se mostrou mais eficaz para matar células de E. coli variando entre 10° e 10® UFC mL™ foi de
1 mg mLL. Ainda, o estudo comprovou que concentragdes de TiO, maiores que 1 mg mL?
reduzem a eficiéncia de morte para bactérias E. coli. Tal fato pode ser justificado pela turbidez
causada pela elevada concentracdo de particulas do TiO2 em suspensdo e 0 baixo poder de
penetracdo da radiacdo UV, o que reduz a intensidade da radiacdo pelo sistema.

4. CONCLUSAO

Quando avaliada a atividade antimicrobiana das NPs-ZnO pelo ensaio de difusdo em meio
solido verificou-se que o valor do halo médio de inibi¢do foi de 1,1 + 0,06 cm e 0,7 £ 0,15 cm
para S. aureus e E. coli, respectivamente. A CIM das NPs-ZnO determinada no estudo para inibir
S. aureus esta entre 391,7 ug mL2e 783,3 ug mL™. Ja para E. coli ndo foi possivel determinar a
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CIM. Para as NPs-TiO2, ndo observou-se a manifestacdo da atividade antimicrobiana nem pelo
teste de difusdo em meio solido e nem pela CIM.

O presente estudo demonstrou que as NPs-ZnO apresentam potencial aplicacdo para suporte
em materiais cuja funcionalidade antimicrobiana deseja ser inserida. Ainda, sugere-se estudos para
as NPs-TiO, fotoexcitadas, com intuito de verificar se ha atividade antimicrobiana frente as
bactérias testadas.
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