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Avaliacédo do efeito antimicrobiano de zedlitos mono e bimetalicos em microrganismos

Resumo
O estudo da nanotecnologia em dispositivos médicos tem vindo a despertar cada vez mais

interesse, permitindo a obtencao de materiais com um novo conjunto de propriedades a escala nano,
que podem ser aplicados para diagndstico, prevencdo ou mesmo tratamento de doencas. O presente
trabalho tem como objetivo principal o desenvolvimento de novos e eficientes nanomateriais com
propriedades antimicrobianas baseados em zedlitos. Para isso, foi escolhida a estrutura do zedlito NaY
tendo em conta a sua elevada capacidade de troca idnica, que permite a inclusdo de um ou dois ides
metalicos com propriedades antimicrobianas: prata, zinco e/ou cobre. Assim, para a obtencdo dos
nanomateriais mono e bimetalicos foram introduzidos ides metalicos na estrutura do zedlito NaY através
do método de troca idnica. Os nanomateriais obtidos foram caracterizados por Espetroscopia de
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), Difracdo de Raios-X (XRD), Microscopia Eletronica
de Transmissao (TEM), Espectroscopia de Emissao Atomica por Plasma de Inducdo Acoplada (ICP-AES)
e pela determinacdo do valor de pHpzc de modo a comprovar a presenca dos ides metalicos e a
estabilidade da estrutura do zeolito apds a preparacao dos nanomateriais.

O potencial antimicrobiano dos nanomateriais foi avaliado contra as bactérias Escherichia coll,
Staphylococcus aureus e Staphylococcus aureus methicillin-resistant (MRSA) e as leveduras
Saccharomyces cerevisiae e Candida albicans. O valor da concentracdo minima inibitéria (MIC) para
cada par nanomaterial/microrganismo foi determinado, verificando-se que as bactérias sdo mais
sensiveis que as leveduras. Os ensaios antimicrobianos indicaram também que, entre os nanomateriais
testados, Ago01Y € Zno,0sAgo,01Y foram os mais ativos. Outros nanomateriais com diferentes quantidades
de prata foram adicionalmente testados e comparados com diferentes antibiéticos comerciais. Todos os
nanomateriais testados exibiram um efeito superior & acdo dos antibidticos vancomicina e eritromicina
em £. colj, para os quais esta bactéria é resistente. J& em S. aureus, a acdo da maior parte dos
nanomateriais foi superior a acdo da vancomicina, antibiotico ao qual é suscetivel. Ja para a MRSA, todos
0s nanomateriais de prata revelaram algum efeito antimicrobiano, contrariamente aos antibioticos
testados, aos quais esta bactéria é resistente. Os resultados obtidos revelam que alguns dos
nanomateriais estudados possuem propriedades muito promissoras e de potencial aplicacdo em infecoes
de origem microbiana, sobretudo em bactérias multirresistentes uma vez que os farmacos existentes no

mercado ndo sdo eficazes.

Palawras-chave: nanomateriais, zedlitos, ides metalicos, propriedades antimicrobianas, bactérias
multirresistentes.






Evaluation of the antimicrobial effect of mono and bimetallic zeolites in microorganisms

Abstract

The study of nanotechnology in medical devices has been attracting more and more interest,
allowing the acquisition of materials with a new set of properties at nanometer scale, which can be applied
for diagnosis, prevention or even treatment of diseases. The present work has as main objective the
development of new and efficient nanomaterials with antimicrobial properties based on zeolites. For this,
NaY zeolite structure was chosen due to its high ion exchange capacity which allows the inclusion of one
or two metal ions with antimicrobial properties: silver, zinc and/or copper. Therefore, to obtain the mono
and bimetallic nanomaterials metal ions were introduced in the NaY zeolite structure through ion
exchange method. The obtained nanomaterials were characterized by Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR), X-Ray Diffraction (XRD), Transmission Electron Microscopy (TEM), Inductively
Coupled Plasma Atomic Emission Spectroscopy (ICP-AES) and by determination of the pHpzc value in
order to verify the presence of the metal ions and the stability of the zeolite structure after preparation of
the nanomaterials.

The antimicrobial potential of the nanomaterials was evaluated against the bacteria Escherichia
coli, Staphylococcus aureus and Staphylococcus aureus methicillin-resistant (MRSA) and the yeasts
Saccharomyces cerevisiae and Candiada albicans. The minimum inhibitory concentrations (MIC) were
determined for each nanomaterial/ microorganism pair, showing that bacteria are more sensitive to
nanomaterials than yeasts. The antimicrobial assays also indicated that among the tested nanomaterials,
Ago,01Y € Zno,osAgo01Y were the most active. Other materials with different amounts of silver were
additionally tested and compared with different commercial antibiotics. All the nanomaterials tested
showed a higher effect to the action of the antibiotics vancomycin and erythromycin in £. co/i, for which
this bacterium is resistant. In S. aureus, the action of most of the nanomaterials was higher than the
action of vancomycin, antibiotic to which it is susceptible. For MRSA, all the silver nanomaterials showed
some antimicrobial effect, contrary to the tested antibiotics, to which this bacterium is resistant. The
results show that some of the studied nanomaterials have very promising properties and potential
application in infections of microbial origin, especially in multi-resistant bacteria since the existing drugs

on the market are not effective.

Keywords: nanomaterials, zeolites, metallic ions, antimicrobial properties, multi-resistant bacteria.
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Brometo de potassio

meio de cultura Lysogeny Broth

meio de cultura Lysogeny Broth suplementado com agar

-Xi-



LTA

MFI

MIC

min

MRSA

NaA

NaY

OMS

P. aeruginosa
pHez

ROS

S. aureus
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Staphylococcus aureus meticillin-resistant
zeolito A na sua forma basica
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Organizacao Mundial da Saude
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Saccharomyces cerevisiae
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Tabela XV - Atividade antibacteriana dos nanomateriais em comparacao com o efeito dos antibidticos
vancomicina (VAN), eritromicina (ERI), amoxicilina/acido clavulanico (AMC) e ciprofloxacina (CIP) em que
+ significa maior atividade antibacteriana que o antibidtico, - menor atividade que a do antibidtico e
quando a atividade do nanomaterial é idéntica a do antibidtico. A sombreado indicam-se os antibioticos
para 0s quais cada bactéria testada é suscetivel.
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1.1. Nanomateriais com propriedades antimicrobianas

A nanotecnologia envolve a adaptacao de materiais a uma escala entre 1 e 100 nandmetros com
0 objetivo de atingir propriedades unicas, podendo ser manipulados para uma diversidade de aplicacdes
desejadas (Gleiter, 2000). Os nanomateriais sdo cada vez mais procurados para aplicacdes médicas
devido a sua capacidade de adaptacdo ao funcionamento biologico (Xu et al., 2006). Estes materiais
podem transportar farmacos que podem ajudar a combater patologias como o cancro (Farokhzad et al.,
2006) e também espécies ativas contra agentes patogénicos como as bactérias (Sondi e Salopek-Sondi,
2004; Morones et al., 2005; Panacek et al., 2006; Shrivastava et al., 2010).

O estudo de materiais em nanoescala tem sido bastante explorado nos ultimos anos devido as
propriedades fisico-quimicas Unicas que esses nanomateriais possuem e que podem atuar contra
microrganismos (Sondi e Salopek-Sondi, 2004; Ruparelia et al., 2008; Rai et al, 2009; Shrivastava et al,
2010). Os zedlitos sao estruturas com canais e cavidades em escala nano, com dimensdes estritamente
regulares (microporos), que possuem propriedades Unicas e tém sido utilizados como suportes na
preparacao de materiais antimicrobianos para prevencao/tratamento de doencas microbianas (Demirci

etal, 2013).

1.2.  Zedlitos

Os zedlitos sdo uma classe de minerais descobertos em 1756 pelo mineralogista sueco Axel
Fredrik Cronstedt (Xu et al., 2006). A estilbite foi o primeiro zedlito natural a ser identificado quando
Cronstedt descobriu que, ao ser aquecido, libertava agua de forma tao vigorosa que parecia estar a
ferver. Assim, o termo zedlito surgiu da combinacao das palavras gregas Zeo (ferver) e Lithos (pedra ou
rocha) (Turcotte e Johnson, 1992; Pescarmona, 2003). Desde entao, foram também identificados outros
zedlitos naturais tais como analcite, clinoptilolite, erionite, heulandite e mordenite (Chester e Derouane,
2009). No entanto, apesar das suas propriedades como adsorventes e catalisadores, os zedlitos naturais
possuem irregularidades nas suas estruturas que podem limitar a sua aplicacéo (Chester e Derouane,
2009). Isto impulsionou a sintese de zedlitos (como os zedlitos A, X e Y) de modo a ajustar as suas
propriedades fisico-quimicas, como a composicdo e 0 tamanho, otimizando o material para a funcao
pretendida (Bogdanov et al., 2009). Hoje em dia ha inimeros zedlitos sintéticos que sdo mais vantajosos
gue os naturais na medida em que possuem uma maior pureza, um tamanho uniforme de poros e
permitem uma maior capacidade de permuta de ides (Turcotte e Johnson, 1992; Bogdanov etal., 2009).

Estas caracteristicas conferem aos zedlitos a vantagem de poderem ser usados para diferentes
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aplicacdes em processos de catalise, adsorcao, troca ionica e separacao (van Bekkum, 1991; Bogdanov
et al., 2009; Chester e Derouane, 2009; Zhang et al., 2010; Demirci et al, 2013; Chibani et al., 2016).
Recentemente, estes materiais tém vindo a ser usados como agentes antimicrobianos com a introducao
de ibes metalicos com propriedades antimicrobianas na estrutura zeolitica, através do método de troca
ionica (Karami e Rohani, 2009; Zhanget al., 2010; Demirci et al, 2013; Chibani et al., 2016). Até a data,
foram definidos pela IZA (/nternational Zeolite Association), que regulariza e confere a nomenclatura de

todas as estruturas zeoliticas, 67 zedlitos naturais e 213 tipos de zedlitos sintéticos (IZA, 2016).

1.2.1. Estrutura e propriedades
Os zedlitos sdo aluminossilicatos cristalinos microporosos cuja estrutura tridimensional é
constituida por atomos de silicio (Si) e aluminio (Al) ligados entre si por atomos de oxigénio. Estes atomos
formam um arranjo tridimensional de tetraedros TO4 (unidades primarias dos zeolitos) em que T € um
atomo de Si ou Al ligado a quatro dtomos de oxigénio (Figura 1). Cada atomo de Si e Al esta contido num
tetraedro com quatro dtomos de oxigénio nos vértices, formando tetraedros de SiO4 e AlQO4. Estes estdo
ligados através da partilha um atomo de oxigénio, resultando numa macromolécula inorganica com uma

geometria tetraédrica tridimensional (Guisnet e Ribeiro, 2004).

Oxigénio
,a-""""'"-'" 8

Silicio ou Aluminio (T)

Figura 1 - Unidade primaria do zedlito - TO4, onde T representa um atomo de Silicio ou Aluminio (adaptado de Georgiev et al., 2009).

Nas estruturas zeoliticas (onde cada atomo de oxigénio partilha dois atomos T) cada atomo de
silicio (com numero de oxidacao igual a +4) esta ligado a quatro atomos de oxigénio compartilhados,
estando o sistema eletricamente neutro. No entanto, a presenca do atomo de aluminio (com nimero de
oxidacdo +3), que estabelece 0 mesmo tipo de ligacdo com os atomos de oxigénio, ndo permite o balanco
da carga total da estrutura gerando uma carga negativa (Figura 2) (Pescarmona, 2003; Corma e Garcia,

2004; Horcajada et al., 2006; Martins e Cardoso, 2006; Ferreira, 2012). Esta carga negativa é
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compensada pela introducao de catides, normalmente metais alcalinos e alcalinoterrosos (Na*, K*, Ca?*,
entre outros) ligados nao covalentemente. Como nao estao ligados a estrutura de forma covalente, estes
estao livres para se moverem nos canais da rede podendo ser substituidos, através de permuta ionica,
por outros catides em solucdo, conferindo aos zedlitos a capacidade de permutarem catides em solucéo

aquosa (Figueiredo, 2007).

0 o M : O o}
N ZRE N
Al Si
N

Figura 2 - Arranjo tridimensional do tetraedro TO4, onde T pode ser um atomo de Siou Al. No caso de T ser Al, o tetraedro apresenta carga
elétrica negativa (Martins e Cardoso, 2006).

A razao Si/Al € um parametro muito utilizado para determinar a composicdo quimica de um
zeolito, sendo que, segundo a regra de Lowenstein, esta razdo assume valores nunca inferiores a 1 (no
caso em que o numero de atomos de Si é igual ao numero de atomos de Al). Esta regra dita nao ser
possivel a ligacao entre dois tetraedros AlO4, ou seja, o valor minimo da razao Si/Al sera quando todos
0s tetraedros SiO4 estejam individualmente ligados a tetraedros AlO4 e vice-versa, nao existindo um limite
maximo definido. Nos zeolitos naturais, o valor de Si/Al esta situado entre 5 e 6 (Tsitsishvili et al., 1992;
Pina et al., 2011; Montalvo et al., 2012). A alteracao da razado Si/Al pode levar a variacdes na acidez do
zedlito, uma vez que quanto maior a razdo Si/Al da estrutura, maior sera a forca dos centros acidos
(Pescarmona, 2003; Montalvo et al, 2012). Esta acidez dos zeolitos deve-se essencialmente aos grupos
hidroxilo (OH) (Rebelo, 2009). A razado Si/Al permite avaliar a capacidade idnica dos zedlitos e as suas
propriedades como a estabilidade térmica e quimica ou a polaridade (Auerbach et al, 2003; Figueiredo,
2007). A acidez e a resisténcia acida de um zedlito podem ser modificadas por alteracdo do pré-
tratamento da amostra ou método de preparacao, por troca dos catides usados, modificando a razio
Si/Al ou por substituicao de Al e Si (Deka, 1998).

De entre as propriedades destes materiais destaca-se a alta estabilidade térmica, a capacidade
de permuta de ides, a grande area superficial, com poros e cavidades de tamanhos regulares (Chester e
Deroune, 2009; Zhang et al., 2010; Demirci et al, 2013; Chibani et al., 2016). A capacidade de permuta

ionica esta, normalmente, relacionada com a razio Si/Al, em que zedlitos com menor razao Si/Al
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possuem uma maior capacidade de permuta de ides (Demirci et al., 2013). A férmula estrutural de um
zedlito é baseada no seu teor em 6xidos de silicio e aluminio sendo representada por:
Mx/n [(AlO2)x (SiO2)y] . wH20

onde M é o catido, n é a carga do catiao, w € o numero de moléculas de agua por unidade de célula, x
e y o numero total de unidades tetraédricas por unidade de célula (van Bekkum et al., 2001).

0 tamanho do poro do zedlito é um fator importante na seletividade de ides. O tamanho do anel
define o poro, n-anel, em que n é o numero de atomos T presentes. Assim, esta propriedade pode ser
utilizada para classificar os zedlitos em quatro grupos de acordo com o tamanho do poro: pequeno,

médio, largo e extralargo (Tabela ) (Turcotte e Johnson, 1992; van Bekkum et al., 2001).

Tabela |- Classificacao estrutural dos zedlitos (adaptado de van Bekkum et al., 2001).

Classificacao n-anel Tamanho do poro (nm)  Exemplo de zedlito
Poro pequeno 8 0,30 - 0,45 A
Poro médio 10 0,45 - 0,60 ZSM-5
Poro largo 12 0,60 - 0,80 XeY
Poro extra-largo >14 0,80-1,0 UTD-1

Os zedlitos A, X, Y e ZSM-5 sao exemplos de estruturas de zedlito sintéticas sendo bastante
utilizados atualmente (Bogdanov et al., 2009, Demirci et al, 2013). Possuem capacidade para a permuta
ionica, que €& a caracteristica essencial na preparacao de nanomateriais com propriedades
antimicrobianas (Demirci et al, 2013). Os zedlitos de poro pequeno (zedlito A) e poro médio (zeolito ZSM-
5) foram amplamente estudados por Guedes (2015). Estas estruturas demonstraram ser excelentes
hospedeiros para ides metalicos com propriedades antimicrobianas (Guedes 2015). O zedlito utilizado

neste trabalho pertence ao grupo de poro largo (zeolito Y).

1.2.2. Zedlito A
O zedlito A possui uma estrutura base do tipo Linde Type A - LTA (codigo atribuido pela IZA),
estando as suas cavidades de sodalite numa disposicdo cubica e unidas por pontes de oxigénio para
formar 4 anéis duplos (Figura 3) (Georgiev et al., 2009; IZA, 2016). A sua férmula quimica é representada
por |Nal2 (H20)27 |8 [Al12Si12 048]8 e é sintetizado geralmente na forma sodica (NaA) (Baerlocher
et al., 2007).
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Figura 3 - Estrutura tipica do zeolito A (IZA, 2016).

Este zeolito é considerado um zedlito de poro pequeno com diametro 0,41x0,41 nm (Figura 4)
e possui baixa razao Si/Al (Chester e Derouane, 2009; IZA, 2016). O zedlito A é essencialmente utilizado

em processos de adsorcao e separacao o que o torna muito significativo em termos comerciais (Terziogu,

-
pVe

Figura 4 - Dimens&o do poro do zedlito A (IZA, 2016).

2016).

1.2.3. Zedlito ZSM-5

0 zeolito ZSM-5 possui estrutura base do tipo MFI (Mordenite Framework Inverted topology)
(Figura b) e pertence a familia de zedlitos com as iniciais ZSM (Zeolite Socony Mobil ) (Chester e
Derouane, 2009; IZA, 2016). A sua férmula quimica é representada por |Nan (H20)16 | [AlnSios-nO193]
(Baerlocher et al., 2007). O zedlito ZSM-5 é considerado um zedlito de poro médio sendo a sua estrutura
formada por dois sistemas de canais lineares (com poros de dimensdes 0,51x0,55 nm; Figura 6A) e
sinusoidais (com poros de dimensdes 0,53x0,56 nm; Figura 6B) que se cruzam entre si formando
cavidades com cerca de 0,9 nm de diametro (Turcotte e Johnson, 1992; Baerlocher et al., 2007; Chester

e Derouane, 2009, IZA, 2016).
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Figura 6 - (A) e (B) Dimensdes dos poros do zedlito ZSM-5 (IZA, 2016).

Este zeolito é caracterizado pelo seu elevado teor em silica e elevada estabilidade térmica o que
o0 torna um excelente material na catalise e também como adsorvente (Chester e Deroune, 2009; Zhang

et al., 2010).

1.2.4. Zedlito Y

0 zedlito Y (Figura 7) pertence a familia da faujasite (correspondente ao cédigo FAU, atribuido
pela IZA) sendo considerado o zedlito catalitico mais importante, uma vez que é o mais utilizado na
investigacao e na industria (Karami e Rohani, 2009). Este zedlito apresenta diferentes analogos, na forma
sodica (NaY) e protonica (HY) (Kaduk e Faber, 1995; Lutz, 2014). A unidade estrutural do zeolito Y
contém 8 cavidades de sodalite que se ligam entre si por 8 prismas hexagonais formando cavidades
maiores, designadas por supercavidades. Estas supercavidades tém um diametro livre de 1,12 nm e
estao interligadas através de quatro aberturas (poros) com um diametro de 0,74 nm, sendo este zeolito

considerado de poro largo (Figura 8) (Lutz, 2014).
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Cavidade sodalite

Duplo prisma hexagonal

Figura 7 - Estrutura tipica do zedlito Y onde se verifica a dimenséo da supercavidade (1,12 nm) a cavidade sodalite e os duplos prismas
hexagonais (adaptado de Lutz, 2014).

Figura 8 - Dimenséo do poro do zedlito Y (IZA, 2016).

0 zeolito Y tem elevada estabilidade térmica e ¢ representado pela sua formula quimica geral
| (Ca,Mg,Naz)29(H20)240 | [AlseSi13403s4] (Baerlocher et al., 2007) sendo que a sua baixa razdo Si/Al

pressupde uma elevada capacidade de permuta ionica (Figueiredo, 2007; van Bekkum, 2001).

1.3. Zedlitos como agentes antimicrobianos

0 aumento da resisténcia aos antibioticos e o aparecimento de espécies multirresistentes exigem
uma nova abordagem para o tratamento de infecdes (Sondi e Salopek-Sondi, 2004; Hu e Xia, 2006; Rai
et al., 2009; Lara et al., 2010; Chen et al., 2014). Assim, torna-se bastante importante a descoberta de
novas estratégias com propriedades antimicrobianas que possam atuar contra microrganismos e
também diminuir a resisténcia a antibiéticos. Os nanomateriais, dadas as suas propriedades, sao
atraentes para a utilizacdo contra microrganismos, o que tem impulsionado a investigacdo nesta area
(Inoue et al., 2002; Sondi e Salopek-Sondi, 2004; Rai et al., 2009; Chen et al., 2014). Os zedlitos sao
estruturas nanomeétricas que podem ser usados como coadjuvantes no tratamento de doencas
microbianas pela introducéo de ides com propriedades antimicrobianas (Morones et al., 2005; Kim et
al., 2008; Jones et al., 2008; Grass et al., 2011; Demirci et al., 2013). A utilizacdo de zeolitos como

agentes antimicrobianos tem sido possivel devido a elevada capacidade de permuta ionica destas
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estruturas e a estabilidade destes em meios biologicos, possuindo vantagens como a adsorcao,
armazenamento e libertacdo gradual dos metais de transicdo utilizados (Top e Ulki, 2004; Monteiro et
al., 2009; Sabbani et al., 2010; Lalueza et al., 2011; Inoue e Hamashima 2012). Neste trabalho, para
testar o efeito dos zedlitos como agentes antimicrobianos, foram usados os metais de transicao: prata,
zinco e cobre, sendo estes inseridos na estrutura do zedlito por permuta idnica. Estes metais sdo bem

conhecidos pelas suas propriedades antimicrobianas (Jaiswal et al., 2012).

1.4. Metais com propriedades antimicrobianas
1.4.1. Prata

Entre os catides metalicos existentes, os ides prata sao os mais reconhecidos pelas suas
propriedades antimicrobianas, ndo s6 por apresentarem baixa toxicidade em células humanas, mas
também por serem biocidas de longa duracao com elevada estabilidade térmica e volatilidade baixa
(Kumar e Munstedt, 2005). Estudos relatam que a prata metalica possui uma forte atividade
antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, fungos, e alguns virus (Matsumura et
al., 2003; Rai et al., 2009). A prata é extremamente toxica para os microrganismos (Berger et al., 1976;
Slawson et al., 1992; Zhao e Stevens, 1998) e tem sido bastante usada na forma de prata metalica e
nitrato de prata no tratamento de infecdes, feridas e queimaduras (Silver e Phung, 1996; Crabtree et al.,
2003; Dunn e Edwards-Jones, 2004; Tian et al., 2007, Ruparelia et al., 2008). E também usada na
industria em tecidos téxteis e no tratamento de aguas residuais de hospitais contendo microrganismos
infeciosos (Sondi e Salopek-Sondi, 2004; Monteiro et al.,2009; Ruparelia et al., 2008; Rai et al., 2009)

A prata é geralmente aplicada na forma de nitrato de modo a induzir um efeito antimicrobiano
(Chen et al., 2014). Estudos recentes mostram que nanoparticulas de prata possuem excelentes
propriedades antimicrobianas (Rai et al., 2009; Chen et al., 2014), tornando a prata muito procurada
para terapias topicas e para aplicacao em dispositivos médicos, como cateteres e proteses de modo a
prevenir a colonizacao bacteriana (Ruparelia et al., 2008; Monteiro et al., 2009; Jaiswal et al., 2012) e
a sua incorporacao em curativos ou revestimento de produtos médicos pode desempenhar um papel
importante na era da resisténcia aos antibioticos (Ip et al., 2006). Solucdes diluidas de nitrato de prata
foram utilizadas desde o século XIX para tratar infecdes e queimaduras antes da introducao do creme de
sulfadiazina de prata (Fox, 1968). Foi comprovado que, das formas vulgarmente usadas em aplicacdes
topicas, 0s pensos revestidos com prata eram mais eficazes contra uma gama mais ampla de bactérias

do que a base do creme, sendo menos irritantes e melhor tolerados (Ip et al., 2006). Assim, a prata
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possui uma elevada capacidade antibacteriana na cicatrizacdo de feridas reduzindo significativamente a
inflamacao através da aplicacao de pensos revestidos com prata (Ip et al., 2006; Chen et al., 2014).
Estas nanoparticulas possuem grande atividade antibacteriana contra uma variedade de
bactérias incluindo as resistentes a antibidticos (Chen et al., 2014). Lara et al., (2010) mostraram o seu
potencial bactericida contra a bactéria multirresistente Pseuvdomonas aeruginosa, contra Escherichia coli
resistente a ampicilina e contra Staphylococcus pyogenes resistente a eritromicina. Foi igualmente
demonstrado que as nanoparticulas de prata ndo sdo apenas agentes antibacterianos, mas também
antivirais e antifungicos (Kim et al., 2008). Embora o mecanismo do efeito antimicrobiano dos ides
metalicos nao seja compreendido em pormenor, sabe-se que os ides Ag* induzem numerosos danos nas
células Gram-positivas e Gram-negativas bacterianas. Os ides Ag" penetram facilmente através da parede
celular e membrana plasmatica entrando para a célula. Os ides prata interagem com o grupo tiol (-SH)
das cisteinas existentes normalmente na membrana celular das bactérias (Zhang et al., 2009; Llorens et
al., 2012; Pal et al., 2015) podendo reagir com a cisteina de modo a substituir o atomo de hidrogénio
por um atomo de prata, formando o complexo S-Ag que ira afetar a estrutura de enzimas ligadas a
membrana, como as enzimas da cadeia respiratoria (Kim et al., 2008; Malachova et al., 2011). Com a
inativacdo destas enzimas, o processo respiratorio é interrompido sendo formadas espécies reativas de
oxigénio (ROS) que desencadeiam a morte da bactéria. Um estudo realizado por Morones et al. (2005)
sugere que as nanoparticulas de prata atuam de trés maneiras contra bactérias Gram-negativas: (1)
nanoparticulas na faixa de 1-10 nm atacam a superficie da membrana celular perturbando drasticamente
a sua funcao, como permeabilidade e respiracdo; (2) sao capazes de penetrar dentro das bactérias e
causar danos adicionais, possivelmente interagindo com compostos contendo enxofre e fésforo, como o
DNA; (3) as nanoparticulas libertam os ides de prata que terdo uma contribuicdo adicional para o efeito
bactericida. Isto resulta num efeito antibacteriano bastante eficiente contra bactérias Gram-negativas
(como E. colii P. aeruginosa, entre outras) (Chen et al., 2014). Um outro estudo demonstrou que as
nanoparticulas de prata podem ancorar-se na parede celular bacteriana, penetrar na parede e levar a
lise celular (Shrivastava et al., 2010). E adicionalmente referido que as nanoparticulas de prata com
pequenos tamanhos e uma grande area superficial tém a capacidade de atravessar a parede e a
membrana celulares em células bacterianas (Knetsch e Koole, 2011). Ja estudos de Kim et al. (2008)
relataram que os radicais livres produzidos pelas nanoparticulas de prata podem provocar danos na
membrana celular aumentando a sua porosidade e levando, posteriormente, a morte celular. Os ides de
prata que sdo libertados destas nanoparticulas podem interagir com o fosforo no DNA impedindo a sua

replicacdo. Podem também reagir com proteinas com enxofre para aumentar os niveis de ROS e inibir a
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respiracao enzimatica, resultando também na morte celular (Feng et al., 2000; Matsumura et al., 2003;
Morones et al., 2005). Provavelmente, os zeolitos com ides de prata ao libertarem estes ides deverdo
seguir um destes mecanismos e, portanto, podem ser usados na conservacao de alimentos, desinfecdo
de dispositivos médicos, descontaminacédo de materiais, plasticos, sprays antissépticos e téxteis (Inoue

et al., 2002; Rai et al., 2009; Guangjian et al., 2012).

1.4.2. Zinco

0 zinco desempenha funcées muito importantes no organismo humano estando associado a
funcoes e estruturas de inumeras macromoléculas ai presentes, sendo essencial a muitos processos
enzimaticos e podendo atuar como agente anti-inflamatdrio e antioxidante (Coleman et al., 2009, Pasquet
et al., 2014). Estudos relatam que os ides de zinco funcionam como agentes antimicrobianos contra um
largo espectro de bactérias e alguns fungos (Coleman et al., 2009; Stani¢ et al., 2010; Guangjian et al.,
2012; Shruti et al., 2013; Pasquet et al., 2014), embora sejam menos estudados que os ides de prata.
Os ides zinco possuem, tal como os ides prata, uma elevada resisténcia ao calor, mas sdo menos eficazes
gue os ides de prata, sendo a sua capacidade antibacteriana apenas 1/1000 em comparacdo com 0s
ides de prata (Guangjian et al., 2012). Uma das aplicacdes do zinco reside no uso a nivel oral, tendo sido
utilizado em materiais dentarios sendo aplicado em amalgamas no tratamento da gengivite (Jaiswal et
al., 2012). Pode também ser utilizado em dermatologia como tratamento tdpico de infecdes (verrugas,
leishmaniose), dermatoses inflamatérias (acne, rosacea), ou como protetores solares e como ingrediente
ativo de champds anticaspa (Jaiswal et al., 2012; Pasquet et al., 2014). Tal como a prata, o zinco pode
ser incorporado em zeolitos por permuta idnica permitindo, posteriormente, a sua utilizacado em varias
aplicacbes como agente antimicrobiano contra um largo espectro de bactérias e alguns fungos (Top e
Ulkii 2004; Malachova et al., 2011).

Os estudos sobre a utilizacdo do zinco como agente antimicrobiano estdo relacionados com
nanoparticulas de oxido de zinco que apresentam atividade bactericida através de multiplos mecanismos
tais como a foto-oxidacao e a fotocatalise (Szabd et al., 2003; Chen et al., 2014). No entanto, os efeitos
antibacterianos do oxido de zinco estdo dependentes do volume das nanoparticulas: nanoparticulas de
oxido de zinco de dimensodes entre 10 e 50 nm exibem melhores propriedades antimicrobianas que
particulas maiores (2 um) (Yamamoto et al., 2000). A entrada das nanoparticulas de ¢xido de zinco de
pequenas dimensdes na célula pode ser promovida por ultrassom e a combinacao destes promove um
efeito antibacteriano em Staphylococcus aureus ao produzir mais peroxido de hidrogénio (Seil e Webster,

2012). O tratamento com ultrassom pode também facilitar fisicamente a dissociacdo da membrana
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celular, aumentando a penetracdo das particulas com éxido de zinco na célula (Seil e Webster, 2012;
Chen et al., 2014). Outro dos mecanismos antibacterianos das nanoparticulas com éxido de zinco é o
aumento dos niveis de ROS intracelulares, tais como peroxido de hidrogénio (H20,), o radical hidroxilo
(OH®) e 0 anido superoxido (027°). O OH*® e 0 02~ nao conseguem penetrar na membrana celular devido
as suas cargas, no entanto o H»0, consegue penetrar nas bactérias e induzir assim a morte celular

durante a infecéo (Sawai e Yoshikawa, 2004; Jones et al., 2008; Shah et al., 2013; Chen et al., 2014).

1.4.3. Cobre

Na sua forma i6nica, o cobre desempenha funcées muito importantes nos organismos vivos
sendo crucial para o funcionamento dos 6rgdos e processos metabdlicos. Apesar de ser essencial em
pequenas quantidades, pode facilmente tornar-se toxico quando usado em quantidades excessivas uma
vez que os ides de cobre livres podem sofrer reacdes redox, alternando entre Cu(l) e Cu(ll), que pode
resultar na transferéncia de eletrdes para o peroxido de hidrogénio, promovendo a formacao de radicais
hidroxilo que podem provocar danos celulares (Rensing e Grass, 2003; Santo et al., 2010).

Atualmente, estudos com nanoparticulas de cobre ainda sao escassos, no entanto, as suas
propriedades, como o tamanho e a atividade antimicrobiana tém sido explorados por alguns
investigadores (Yoon et al., 2007; Santo et al., 2010; Grass et al., 2011; Malaachova et al., 2001; Seil e
Webster, 2012). As propriedades antibacterianas do cobre foram ja testadas em agentes patogénicos
humanos, como Staphylococcus aureus meticillin-resisant (MRSA), £. coli, Klebsiella pneumoniae e P.
aeruginosa, tendo sido observada uma reducao de bactérias viaveis apos a incubacdo com cobre
metalico (Mehtar et al., 2008). O principal mecanismo da atividade antibacteriana do cobre é sugerido
como sendo morte mediada por contacto. Estudos com organismos resistentes, dificeis de erradicar,
mostraram que o tempo de contacto com o cobre é um fator importante para a atividade antibacteriana
(Mehtar et al., 2008; Grass et al., 2011). A morte mediada por contacto é precedida por uma série de
acoes especificas: danos na membrana celular, influxo de cobre para as células, dano oxidativo e danos
no DNA (Santo et al., 2011). Varios estudos relataram que as bactérias Gram-positivas como S. aureus
sa0 mais sensiveis as nanoparticulas de cobre quando comparadas com as bactérias Gram-negativas
como £. coli (Yoon et al., 2007; Ruparelia et al., 2008; Seil e Webster, 2012). O mecanismo de acéo
antimicrobiano das nanoparticulas de cobre podera também estar relacionado com as interacdes
eletrostaticas que estes, com carga positiva do metal, podem estabelecer com a carga negativa da

membrana celular dos microrganismos. Estas interacoes possibilitam a entrada dos ides na membrana
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celular através de canais idnicos, alterando assim a permeabilidade da membrana. Ao entrarem na
célula, os ides cobre podem levar a substituicdo de ides essenciais, a inativacdo de enzimas, bloquear
grupos funcionais de proteinas e pode ocorrer a producdo de ROS que desempenham um papel

fundamental na morte da bactéria (Hu et al., 2006; Akhavan e Ghaderi, 2010).

1.5. Objetivos

O objetivo deste trabalho consistiu em desenvolver novos nanomateriais com atividade
antimicrobiana baseados em estruturas zeoliticas consideradas eficientes e estaveis. Para isso, foram
escolhidas as estruturas NaA, NaY e ZSM-5 devido a sua capacidade de permuta idnica, o que permitiu
a introducao de um ou dois ides metalicos (prata, zinco e/ou cobre). Os nanomateriais mono e
bimetalicos baseados em zedlitos foram testados em diferentes microrganismos para avaliar as suas
propriedades antimicrobianas, utilizando-se trés estirpes de duas espécies de bactérias - £scherichia coll,
Staphylococcus aureus e Staphylococcus aureus methicillin-resistant (MRSA) - e duas espécies de
leveduras - Saccharomyces cerevisiae e Candida albicans.

Alguns nanomateriais selecionados foram caracterizados por diferentes técnicas: Espectroscopia
de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), Microscopia Eletronica de Varrimento (SEM),
Difracdo de raios-X (XRD), Microscopia Eletronica de Transmissao (TEM) e Espectroscopia de Emissao
Atomica por Plasma de Inducao Acoplada (ICP-AES). Apds selecdo dos nanomateriais, a sua acao
antimicrobiana foi de novo avaliada num ensaio de difusao em placa, a par da de outros nanomateriais
antibacterianos previamente estudados e de alguns antibioticos comerciais de utilizacdo comum contra

as bactérias estudadas.

14|



2. Materiais e Métodos







Materiais e Métodos

2.1.  Zedlito selecionado

Neste trabalho foi utilizado o zedlito NaY (CBV100) fornecido pela Zeolyst International. O zedlito

em po apresenta uma razao de Si/Al de 2,40 e foi utilizado sem tratamento prévio.

2.2. Método de troca ionica

0 método de troca idnica teve como objetivo a preparacdo de nanomateriais com propriedades
antimicrobianas através da introducédo de ides metalicos na estrutura zeolitica. Neste processo, o zedlito
foi adicionado a uma solucao aquosa de MNO3 contendo o catido (M) desejado para permuta, em que
M representa o ido prata, zinco ou cobre. Com a introducéo de um ido metalico foram obtidos os zedlitos
monometalicos e com a introducao sequencial de dois ides metalicos obtiveram-se os zedlitos
bimetalicos.

Para a realizacdo de cada troca ionica no zedlito NaY, foram utilizadas solucdes de nitrato de
prata (1), nitrato de zinco (Il) e nitrato de cobre (ll) cujas caracteristicas estdo descritas na Tabela Il. Estes

reagentes foram usados sem qualquer método adicional de purificacao.

Tabela II- Caracteristicas dos reagentes usados no método de troca ionica.

Reagente Formula molecular Massa molecular (g/mol) Fornecedor
Nitrato de prata () AgNOs 169,87 Fisher Scientific
Nitrato de zinco ()  Zn(NOs),.6H,0 297,48 Sigma-Aldrich
Nitrato de cobre (lI) Cu(NO3).3 H,0 232,59 Ridel-Haen

2.3. Preparacao dos zedlitos monometalicos
Como referido, os zedlitos monometalicos foram preparados através do método de troca idnica
(Ferreira et al., 2015) introduzindo-se apenas um ido metalico (prata, zinco ou cobre) em cada estrutura
zeolitica. Com essa finalidade, foram adicionados os zedlitos em solucdes de nitrato de prata, zinco ou
cobre com concentracdes diferentes em baldes de fundo redondo. No caso dos materiais com prata, o
balao foi revestido com papel de aluminio de modo a evitar a reducao do catido devido a sua sensibilidade
a luz. Os baldes foram colocados em agitacdo a temperatura ambiente, com uma velocidade de 300 rpm

(rotacdes por minuto), durante 24 horas (h). Apds este periodo, as solucdes foram filtradas e lavadas
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com agua desionizada sendo posteriormente colocadas numa estufa a 90 °C durante aproximadamente
12 h para o processo de secagem. De seguida, os zeolitos monometalicos foram calcinados sob fluxo de
ara 500 °C durante 4 h, de acordo com o programa de calcinacéo representado na Figura 9. A calcinacao
foi realizada de forma a assegurar a remocao de todas as impurezas assim como para garantir a

migracao dos ides metalicos para o interior da estrutura zeolitica.

600
500

400
300
200
100

Temperatura (°C)

0 2 4 6 8
Tempo (h)

Figura 9 - Processo de calcinacdo usado na preparacdo dos nanomateriais, representando-se a temperatura em fungdo do tempo. O
segmento 1 representa o periodo de aquecimento (aproximadamente 1h30min), dos 20 °C aos 500 °C, com velocidades de 5 °C/min.
No segmento 2, a temperatura foi mantida a 500 °C durante 4 h. O segmento 3 corresponde a fase de arrefecimento, com diminuicdo da
temperatura até se atingir a temperatura ambiente. O fluxo de ar durante este processo foi de 30-40 mL/min (adaptado de Guedes, 2015).

No final do processo de calcinacdo, os nanomateriais monometalicos obtidos a partir do zedlito

NaY pelo método de troca iénica (Tabela Ill) foram identificados como MxZeo, onde o M representa o iao

permutado e x a concentracao da solucao do iao usada na troca ionica (por exemplo, Ago,01Y).

Tabela lll- Nanomateriais monometalicos preparados neste trabalho.

Zedlito de partida Solucdo Designacao do material
AgNO3(0,01 M) Ago01Y
AgNO3 (0,001 M) Ago,001Y
AgNO3 (0,002 M) Ago,002Y
NaY
CuNOs (0,05 M) CUo,osY
ZnNOs (0,05 M) Zno,0sY
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Para efeitos de comparacéo nos estudos do Método de difusdo em disco (seccdo 2.6.3.2), foram
adicionalmente utilizados dois nanomateriais preparados com prata a partir de duas estruturas zeoliticas
diferentes, os zedlitos A e ZSM-5 - Ago01A e Ago,01ZSM-5 - que se encontram descritos em Guedes

(2015).

2.4. Preparacao dos nanomateriais bimetalicos

A semelhanca do procedimento experimental descrito para os nanomateriais monometalicos, foi
preparado o nanomaterial bimetalico Zno,0sAgo,01Y. A diferenca reside no facto do zeolito base nao ser o
zedlito de partida (NaY), mas sim um zeolito monometalico obtido anteriormente. Assim, o nanomaterial
bimetalico foi obtido através da introducdo de um segundo ido metalico no zedlito monometalico pelo
método de troca ionica, usando as mesmas condicdes experimentais usadas anteriormente, e seguindo-
se a sua calcinacdo. Para efeitos de comparacédo nos estudos do Método de difusdo em disco (seccdo
2.6.3.2), foi utilizado um nanomaterial preparado com zinco e prata ao partir do zeodlito Y e com uma
razao de Si/Al de 2,83 - Zno,05Ag0,01Y - que se encontra descrito em Ferreira (2012). Neste trabalho

identificou-se 0 hanomaterial como, Zno,05Ago,01Y"".

2.5. Técnicas de caracterizacao
Os nanomateriais mono e bimetalicos baseados em zeolitos foram caracterizados através de
diferentes técnicas como a Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR),
Difracao de Raios-X (XRD), Microscopia Eletronica de Transmissdo (TEM), Espectroscopia de Emissao

Atomica por Plasma de Inducdo Acoplada (ICP-AES) e a determinacéo do valor de pHpzc.

2.5.1. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia de infravermelho é uma técnica baseada na energia de absorcado na regido
infravermelha do espectro eletromagnético que permite a identificacdo de grupos funcionais presentes
nas moléculas, tornando-se bastante util na analise estrutural de compostos (Li e Wu, 2003; Prati et al.,
2016). A Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) é bastante utilizada na
caracterizacao de materiais organicos e inorganicos ou na identificacdo de compostos (Li e Wu, 2003;
Kalantar-zadeh e Fry, 2008), podendo ser usada ndo s em analises qualitativas como em analises

quantitativas uma vez que o tamanho dos picos do espectro resultante esta diretamente relacionado com
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a quantidade de material presente na amostra (Meyers, 2000; Hof, 2003). Neste método ha um
dispositivo baseado na transformada de Fourier, designado por interferémetro, que produz um tnico tipo
de sinal com todas as frequéncias de infravermelhos e que pode ser medido de uma forma rapida,
normalmente na ordem de um segundo ou menos (Hof, 2003; Li e Wu, 2003). Como o sinal resultante,
designado interferograma, nao pode ser interpretado diretamente, sera “descodificado” através de um
programa matematico chamado transformada de Fourier, sendo realizado pelo computador que ira
apresentar ao utilizador o espectro com a informacdo necessaria para a analise (Figura 10) (Lambert et

al., 1998).

| m—
|
| |
; — — —> |
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| ] |
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}
4. Detetor . 5. Computador Espectro

Figura 10 - Componentes presentes num espectrofotémetro de FTIR (adaptado de Stuart, 2005).

A espectroscopia FTIR tornou-se o método de espectroscopia de infravermelho mais utilizado na
caracterizacao ou identificacdo de compostos uma vez que possui diversas vantagens como a elevada
sensibilidade e resolucao, a precisado e a rapidez de registo e também por ser um método simples e de
baixo custo (Stuart, 2005; Lutz et al., 2002; Li e Wu, 2003; Ghesti et al., 2007; Kalantar-zadeh e Fry,
2008).

Para a caracterizacdo dos zedlitos, a técnica de FTIR fornece informacao sobre os grupos
funcionais estruturais, a localizacéo e a identificacdo de compostos introduzidos na estrutura (Li e Wu,
2003, Nibou et al., 2009). O espectro de infravermelho resultante compreende trés zonas caracteristicas
(Lentys e Lercher, 2001):

= Entre 650 e 500 cm™: vibracoes de deformacéo do anel duplo;
=  Entre 1200 e 650 cm™: vibracdes de estiramento simétrico e assimétrico das ligacdes T-O-T
(tetraedros SiO4 e AlQ4);

=  Frequéncias superiores a 3000 cm™: vibracdes dos grupos hidroxilos (T-OH).
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A presenca de agua na estrutura do zeolito origina uma banda de absorcéo na regido ente 1650

e 1600 cm™ (Mozgawa, 2000). Todas as zonas anteriormente descritas estio assinaladas na Figura 11

que é a representacdo do espectro de FTIR do zedlito NaY.
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Figura 11 - Espectro de infravermelho do zedlito NaY com as regides de vibracdo definidas. Regido 1: vibracdo de deformacéo do anel duplo;
Regido 2: vibracdes de estiramento simétrico e assimétrico das ligacoes T-O-T; Regido 3 vibracdes dos grupos hidroxilos (T-OH) (Figueiredo,
2007).

Os espectros de FTIR dos nanomateriais antimicrobianos mono e bimetalicos e do zedlito de
partida foram obtidos no espectrometro Bormen MB104 na regiao 4000 - 500 cm™ sendo recolhidos a
uma velocidade de vinte varrimentos por minuto e com uma resolucdo de 4 cm™. Para a obtencdo dos
espectros de FTIR foi necessaria a preparacéo prévia de pastilhas de brometo de potassio (KBr) (Panreac)
numa proporcao de 5 mg de amostra para 100 mg de KBr, sendo esta mistura triturada num almofariz
de agata de modo a obter um pé homogéneo. O po resultante foi prensado e foram obtidas as pastilhas
usadas para a obtencao do espectro, por sua vez fornecido através de um programa informatico

designado OriginLab.

2.5.2. Difracédo de RaiosX (XRD)
A difracdo de raios-X (XRD) é uma técnica muito eficaz na caracterizacdo de materiais. Esta
técnica é fundamentada pelo fenomeno de difracdo da radiacao que ocorre quando amostras com
dimensodes semelhantes as dimensdes dos atomos sdo expostas a radiacdo de raios-X (Guisnet e Ribeiro,

2004). A XRD ¢é essencial na caracterizacao estrutural de zeolitos (Lentys e Lercher, 2001) sendo possivel
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obter informacdes acerca das fases cristalinas, como a estrutura cristalina e o tamanho das cristalites
(Castaldi et al., 2008; Kalantar-zadeh e Fry, 2008). Para além disso, esta técnica pode também ser
utilizada na determinacdo da composicdo quimica dos zeodlitos, particularmente a razao Si/Al da rede
cristalina do zeolito, que podera ser usada para posterior comparacdo com a razao Si/Al total obtida por
analise quimica (Figueiredo, 2007). A determinacdo desta razdo & baseada no facto das ligacdes
guimicas Si-O e Al-O terem diferentes comprimentos de ligacdo, influenciando assim a dimensdo da
célula unitaria que varia de acordo com a razao Si/Al (Figueiredo, 2007).

Um espectro tipico de difracao de raios-X consiste numa sequéncia de picos que determinam a
posicao, intensidade e largura, sendo que a largura destes & influenciada pelo tamanho do cristal: quanto
menor o tamanho da cristalite maior o alargamento do pico de difracdo (Figueiredo e Ramda, 1989;
Castaldi et al., 2008; Kalantar-zadeh e Fry, 2008).

A cristalinidade das amostras foi estudada utilizando um difractémetro Philips Analytical X-Ray
modelo PW 1710 BASED, a temperatura ambiente. Esta analise foi realizada aplicando radiacdo Cu Ka
(40 kV e 30 mA) com varrimento a 2 °C/min em que as amostras foram previamente preparadas de

acordo com o método padrao.

2.5.3. Microscopia Eletrénica de Transmissao (TEM)

A microscopia eletronica de transmissdo (TEM) é uma técnica valiosa para a caracterizacao fisico-
qguimica completa de nanoparticulas (Malatesta, 2016). Trata-se de um método microscopico que
emprega um feixe de eletrdes de alta energia para transmitir através de um espécime de espessura
nanomeétrica. Nesta técnica é formada uma imagem que é uma projecdo da densidade de massa
encontrada pelos eletrdes que se deslocam através da amostra (Donk, 2007). A sua alta resolucao
permite obter informacdes sobre varios aspetos de um espécime, incluindo o tamanho, forma,
cristalinidade ou composicao dos materiais (Su, 2017; Qiu et al., 2014). Esta técnica baseia-se nos
mesmos principios basicos que um microscopio de luz, mas recorre a eletrdes em vez de luz. Como 0s
eletrdes possuem menor comprimento de onda que a luz, a resolucdo ideal das imagens de TEM usufrui
de uma melhor magnitude permitindo revelar a estrutura interna de uma forma mais detalhada (Neogy,
2006).

Para a caracterizacdo estrutural das diferentes morfologias observadas nos nanomateriais,
empregou-se a técnica de microscopia eletronica de transmissao de modo a obter informacdes sobre a

distribuicdo das particulas metalicas nas amostras. As imagens de TEM foram obtidas usando um

22|



Materiais e Métodos

microscopio eletrdnico de transmissdo de alta resolucdo (HRTEM) utilizando um instrumento

JEOL2010F, com uma resolucao espacial de 0,19 nm, sob condicdes de desfocagem de Scherzer.

2.5.4. Espectroscopia de Emissao Atomica por Plasma de Inducao Acoplada (ICP-AES)

A espectroscopia de emissao atémica € um método que permite a analise quantitativa e
qualitativa dos elementos (Skoog et al., 1996). E uma técnica vantajosa na determinacdo de metais
devido & sua rapidez, simplicidade de analise e facilidade de utilizacdo dos equipamentos (Aceto et al.,
2002).

A analise quimica feita por ICP-AES permitiu determinar a composicdo quimica e a concentracao
dos elementos presentes na amostra. Este método utiliza uma fonte de excitacao de plasma de argon a
altas temperaturas (7000-10000 K) de modo a produzir atomos excitados que emitem radiacdo em
comprimentos de onda caracteristicos dos elementos presentes na amostra (Hof, 2003; Figueiredo,
2007). A amostra a analisar & previamente atomizada - a amostra é decomposta de forma a produzir
uma fase gasosa de atomos e ides - e, ao interagir com a radiacao eletromagnética, produz um espectro
descontinuo de emissao. Este espectro consiste num conjunto de linhas que representam transcricdes
eletronicas bem definidas. Com a amostra atomizada, os estados vibracionais, rotacionais e os efeitos
indutivos sdo eliminados da ligacdo quimica (Figueiredo, 2007). A técnica de ICP-AES é muito util na
caracterizacdo de materiais com ides metalicos diferentes, uma vez que permite avaliar se a permuta
ionica realizada com a introducdo de ides metalicos na estrutura zeolitica foi eficiente (Ferreira, 2012).

A analise quimica dos materiais preparados foi efetuada no Laboratdrio de Analises do Instituto
Superior Técnico, recorrendo ao espectrofotometro de absorcdo atdmica Philps ICP PU 7000

Spectrometer e utilizando 0 método de quantificacado SMEWW 3120.

2.5.5. Determinagéo do valor do pHpzc
Este ensaio foi realizado com o objetivo de determinar o valor do pHpzc (valor de pH nos pontos de
carga zero) dos nanomateriais mono e bimetalicos preparados e do zeolito de partida. Para isto, foram
adicionadas 20 mg de cada amostra (NaY, Ago01Y € Zno,05Ag0,01Y) @ 15 mL de dgua destilada e mediu-
se o valor de pH (entre pH 2 e pH 10) para assim obter o pH inicial de cada amostra. Foi também
realizado um controlo apenas com agua destilada. Depois de medido o pH de todas as amostras, estas

foram colocadas em agitacdo constante durante 24 h. Apos esse periodo, foi medido novamente o pH
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de cada amostra obtendo-se os valores de pH final. Posteriormente, os dados foram tratados sendo

obtido o valor do pHpzc.

2.6. Avaliacao da atividade antimicrobiana

2.6.1. Microrganismos
A atividade antimicrobiana dos nanomateriais mono e bimetalicos foi avaliada utilizando
diferentes microrganismos: a bactéria Gram-negativa £scherichia coli, as Gram-positivas Staphylococcus
aureus e Staphylococcus aureus methicillin-resistant (MRSA) e as leveduras Saccharomyces cerevisiae e
Candida albicans (Tabela IV). Estes microrganismos foram obtidos da colecdo de culturas do

Departamento de Biologia da Universidade do Minho.

Tabela IV - Caracteristicas das estirpes de bactérias e leveduras utilizadas.

Codigo da
Microrganismo Estirpe I',g Origem
estirpe
Escherichia coli CECT423 Derivado A da estirpe £. coli K-12
Bactérias Staphylococcus aureus ATCC 6538 Isolado clinico (lesdo humana)
Staphylococcus aureus methicillin-

P res/slz{am‘L(IMLR/SA) e M746665 Isolado clinico (aspiracao)

Saccharomyces cerevisiae BY4741 Euroscarf
Leveduras Candida albicans GC3436 Isolado clinico (lesao da pele humana

com micose interdigital)

2.6.2. Meios de cultura e manutencao de culturas microbianas
Os microrganismos testados foram cultivados e mantidos em condicdes de assepsia em meios
de cultura apropriados. As bactérias (£. coli, S. aureus e MRSA) foram cultivadas em placas contendo

meio LBA, que consiste em meio LB (Difco™ LB Broth, Miller) suplementado com agar (Tabela V), e por

sua vez incubadas durante 24 h a 37 °C, de modo a obter culturas frescas.
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Tabela V — Composicdo do meio LBA.

Constituinte Concentracao [% (p/V)] Fornecedor
Triptona 1,0 Becton Dickinson and Company
Extrato de levedura 0,5 Panreac
NaCl 1,0 Panreac
Agar 2,0 Labchem

Para obter culturas frescas das leveduras S. cerevisiaee C. albicans, as respetivas estirpes foram

cultivadas em placas contendo meio YPD (Difco™ YPD Broth) suplementado com agar (YPDA) (Tabela

V), e incubadas durante 48 h a 30 °C.

Tabela VI - Composicdo do meio YPDA.

Constituinte Concentragao [% (p/V)] Fornecedor
Peptona 2,0 Becton Dickinson and Company
Extrato de levedura 1,0 Panreac
Glucose 2,0 Fisher Chemical
Agar 2,0 Labchem

Todos os meios de cultura utilizados foram previamente esterilizados em autoclave a 120 °C e

1 atm.

2.6.3. Avaliacao da atividade antimicrobiana dos nanomateriais mono e bimetalicos

Os nanomateriais mono e bimetalicos foram testados a fim de avaliar as suas propriedades
antimicrobianas contra os microrganismos selecionados como indicadores de suscetibilidade (Tabela V).
Os ensaios para avaliacdo de tais propriedades antimicrobianas contemplaram (i) a analise da viabilidade
microbiana na presenca de diferentes concentracdes dos nanomateriais, sendo expressa através da
contagem de unidades formadoras de colonias (UFC) e a (ii) utilizacdo do método de difusao em disco.
A primeira abordagem foi usada com o objetivo de determinar os valores da concentracdo minima
inibitoria (MIC, ou seja, a concentracdo mais baixa do nanomaterial capaz de inibir o crescimento de

cada microrganismo) e ainda para avaliar a eficacia antimicrobiana ao longo de um tempo determinado,
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de modo a avaliar o efeito de cada nanomaterial em cada estirpe, sendo expresso através do numero de
células viaveis existentes apds incubacao com os nanomateriais. O método de difusdo em disco foi
realizado com o intuito de comparar os nanomateriais preparados neste trabalho com outros materiais

estudados anteriormente (Ferreira, 2012; Guedes, 2015) através de um método simples, rapido e direto.

2.6.3.1. Anélise da viabilidade microbiana

Para testar as propriedades antimicrobianas dos nanomateriais baseados em zedlito foram
realizados ensaios de viabilidade celular. Para cada ensaio, foi preparado um pré-inéculo com culturas
frescas de bactéria em tubos de centrifuga de 50 mL com meio de cultura LB, procedendo-se a sua
incubacao durante a noite a 37 °C e a 200 rpm. Foi medida a densidade ética (DO) a 600 nm e foi feito
um indculo das mesmas estirpes, em meio de cultura fresco e para uma DO inicial de 0,1, sendo as
culturas reincubadas até se atingir uma DO de aproximadamente 0,4, correspondente ao meio da fase
exponencial (e garantindo duas geracdes de crescimento). A amostra foi centrifugada a 4 °C e 5000 rpm
durante 2 min. De seguida, foi descartado o sobrenadante e o sedimento foi lavado duas vezes com agua
desionizada estéril. Foi realizada nova centrifugacdo nas condicoes referidas, repetiu-se a lavagem e uma
Ultima centrifugacdo. O sedimento resultante foi ressuspendido em meio LB, sendo a cultura
posteriormente colocada em contacto com cada um dos nanomateriais (Tabela Ill) as concentracdes de
0,2;0,5;1,0e 2,0 mg/mL (ja homogeneizados em meio de cultura por imersao num banho de ultrassons
durante aproximadamente 2 min). Durante a incubacéao, foram retiradas aliquotas de 100 pL em tempos
determinados (0, 20, 40 e 60 min) e efetuadas diluicdes de 1:10, 1:100, 1:1000 e 1:1000. Aliquotas
de 10 pL foram retiradas, em triplicado, diretamente de cada diluicao da cultura para placas de meio
LBA. Este procedimento foi sempre realizado em condicdes de assepsia. Apds incubacao a 37 °C durante
24 h a presenca de crescimento foi registada contando-se o nimero de coldnias obtidas em cada situacdo
experimental. Foram realizados um minimo de 3 ensaios com 3 réplicas para cada estirpe e condicao
estudada, sendo feita a média dos valores obtidos para a determinacao de UFC/mL.

No caso das leveduras, foi realizado um procedimento semelhante ao descrito com a excecdo
do meio de cultura, sendo usado meio YPD em vez de LB, ou YPDA em vez de LBA, e a temperatura e

tempo de incubacao de 30 °C e 48 h, respetivamente.
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2.6.3.2. Método de difusédo em disco

0O método de difusdo em disco permite avaliar se 0s nanomateriais inibem o crescimento
microbiano, em meio solido, através da presenca de halos de inibicao. Este método foi realizado com o
objetivo de comparar os nanomateriais usados neste trabalho com outros preparados e estudados
anteriormente (Ferreira, 2012; Guedes, 2015) tendo em vista inferir sobre a influéncia de diferentes
caracteristicas exibidas pelos varios nanomateriais, como a quantidade de prata e a razéo Si/Al, na sua
atividade antimicrobiana.

Para a realizacdo do método de difusdo em disco foram preparados pré-indculos com culturas
frescas de bactérias e leveduras, de modo semelhante ao descrito na seccdo anterior. As culturas
microbianas cultivadas durante a noite foram inoculadas em meio fresco, procedendo-se a incubacéo
das novas culturas em condicdes apropriadas (meio LB a 37 °C ou meio YPD a 30 °C caso se tratasse
de bactérias ou leveduras, respetivamente). Uma vez atingida uma DO entre 0,5 e 0,6 (fase exponencial
de crescimento celular), transferiram-se 200 pL da cultura paral0 mL de top agar (agar 0,8% (p/V)).
Esta mistura foi espalhada sobre uma placa com meio apropriado (LBA ou YPDA). De seguida, foram
colocados discos de papel (BBL™ Blank Paper Discs 6 mm diameter, Becton Dickinson and Company)
sobre a camada microbiana embebida em top-agar, sendo colocados em cada disco 50 UL da solucao
com o nanomaterial a testar, na concentracdo de 2,0 mg/mL. As placas com bactérias e leveduras foram
colocadas na estufa a 37 ou 30 °C, durante aproximadamente 24 ou 48 h, respetivamente, apds o que
se procedeu a analise da presenca de halos de inibicdo. Cada halo de inibicao foi medido com uma régua
em trés direcoes diferentes sendo os resultados obtidos expressos como a média das trés medicoes, em
milimetros (mm).

Discos comerciais contendo os antibidticos vancomicina (Sensi-Disk’™  Vancomycin),
amoxicilina/acido clavulanico (Sensi-Disk™  Amoxicillin/Clavulanic Acid), eritromicina (Sensi-Disk™
Erythromycin) e ciprofloxacina (Sensi-Disk™ Ciprofioxacin) (Becton Dickinson and Company) foram

usados como controlos, em placas de LBA inoculadas com as mesmas estirpes bacterianas.
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3.1. Caracterizacdo dos nanomateriais
Os resultados apresentados nesta seccdo sdo relativos aos nanomateriais preparados neste

trabalho a partir do zeolito NaY, que apresenta uma razéo de Si/Al de 2,40.

3.1.1. Anadlise por FTIR

O zedlito de partida e os nanomateriais antimicrobianos, preparados conforme descrito nos
pontos 2.3 e 2.4 do capitulo 2, foram analisados por FTIR. Os espectros de FTIR obtidos sdo muito
semelhantes entre si. Os nanomateriais apresentam as bandas caracteristicas dos zedlitos de partida. A
Figura 12 apresenta os espectros de FTIR dos nanomateriais monometalicos obtidos com o zedlito Y e a
Figura 13 mostra os espectros do nanomaterial bimetalico obtido com o nanomaterial Zng osY, ambos na
regido entre 4000 a 500 cm™. O espectro de FTIR do zedlito NaY ¢ caracterizado por uma banda larga a
3500 cm™ que ¢ atribuida as vibracdes dos grupos hidroxilo das cavidades da estrutura do zeolito (Li e
Wu, 2003). A banda de absorcdo na regido 1650-1600 cm™ indica a presenca de agua absorvida na
estrutura do zeolito (Mozgawa, 2000). As bandas representativas das vibracdes de alongamento simétrico
e assimétrico das ligacdes T-O-T (T=Si ou Al) da estrutura do zedlito estdo presentes na regido entre 1200
e 650 cm. Por fim, na regido entre 650 e 500 cm™ estdo localizadas as vibracdes de anel duplo (Lentys

e Lercher, 2001).
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Figura 12 — Espectros de FTIR dos nanomateriais monometalicos, Cug,sY, ZnoesY € Ago01Y, em comparacdo com o espectro do zedlito
Nay.
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Figura 13 - Espectros de FTIR do nanomaterial bimetalico Zng,0sAgo,01Y, em comparacdo com o espectro de NaY e Zno,gsY.

De acordo com a Figura 12, todos os espectros dos nanomateriais preparados apresentam
bandas de absorcao fortes caracteristicas da estrutura zeolitica, sendo muito semelhantes ao zedlito NaY.
Tal como esperado, o tratamento de permuta i6nica ndo provocou alteracdes na estrutura do zeolito, ou
seja, apos a introducao dos metais, o zeolito manteve a sua integridade estrutural inicial. Na Figura 13
verificou-se também que o espectro obtido para Zno,0sAg0,01Y foi semelhante ao seu zeolito de partida
(Zno,05Y) indicando que nao ocorreram alteracdes na estrutura do zedlito apds o processo de troca ionica.
Estes resultados foram também observados por Ferreira et al. (2012) apos a introducao de diferentes
concentracdes dos ides prata e zinco na estrutura do zeolito NaY. Nas amostras com zinco, a banda por
volta de 1500 cm™ que é observada deve-se provavelmente & presenca do zinco na estrutura do zeolito,

uma vez que a concentracdo de metal utilizada foi de 0,05 M.

3.1.2. Anaélise por XRD

Foram realizadas analises por difracao de raios-X a fim de averiguar se a permuta iénica provocou
alteracoes na estrutura cristalina dos zeolitos. Os padrdes de difracdo XRD das amostras foram registados

em 26 entre 5° e 60° com radiacdo Cu-Ka. Os nanomateriais exibiram padrdes tipicos e semelhantes
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aos das estruturas dos zedlitos de partida. Na Figura 14 estdo apresentados os padrdes de difracao de

raios-X obtidos para o NaY, Ago.o1Y e Zno,05Ago,01Y, a titulo de exemplo.
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Figura 14 - Padrdes de difracdo de raios-X de NaY, Ago,01Y e Zno,0sAgo,01Y.-

As posicdes dos picos e as intensidades dos padroes de XRD obtidos das amostras e os padroes
de XRD caracteristicos da estrutura FAU estao em concordancia. Os difractogramas dos nanomateriais
apresentam um padrao tipico e semelhante ao difractograma do zeolito de partida (NaY), tal como foi
descrito por Fonseca e Neves (2013). Isto mostra que a estrutura cristalina do zeolito nao sofreu
alteracoes estruturais apos o tratamento de troca idnica. Nao foram detetados os picos caracteristicos
da prata metalica a valores de 26 iguais a 38,12° e 44,18° (Salavati-Niasari, 2009) no padrdo de XRD
de Ago01Y € Zno,0sAgo,01Y. Estas observacdes foram também reconhecidas por Ferreira et al. (2012) e
por Guedes (2015).

Com a analise por XRD foi também possivel determinar a cristalinidade relativa e a razdo Si/Al
das amostras analisadas. Na Tabela VIl estédo apresentados os valores determinados para cada amostra.
A cristalinidade relativa foi estimada pela comparacao da intensidade dos picos de difracdo das amostras
modificadas com a intensidade do pico do zedlito NaY que tem 100% de cristalinidade de acordo método
ASTM D 3906. Os nanomateriais monometalicos e bimetalico apresentam 85 % e 80 % de cristalinidade,

respetivamente, nao sendo observada qualquer variacao nos picos caracteristicos do zeolito NaY apds o
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tratamento de permuta idnica. Estes resultados indicam, mais uma vez, que processo de troca idnica

nao alterou a estrutura do zeolito, tal como foi sugerido por Rebelo (2009) e Ferreira (2012).

Tabela VIl - Anélise por XRD dos materiais: informacéo sobre a cristalinidade e a razao Si/Al.

Material Cristalinidade (%) Si/Al
NaY 100 2,40
Ago,01Y 85 2,39
Zno,05Ago,01Y 80 2,25

Pela analise da Tabela VIl pode inferir-se que a razdo Si/Al dos zeolitos permutados com ides
metalicos diminui quando ocorre a segunda troca ionica. No entanto, esta diminuicdo ndo & muito
significativa, indicando que ndo ocorreu desaluminacao da estrutura com o tratamento. Também Rebelo
(2009) e Ferreira (2012) observaram que os valores da razao Si/Al das amostras que prepararam eram

préximos do valor da razdo Si/Al do zedlito de partida, verificando que ndo sofreram desaluminacéo.

3.1.3. Anélise por TEM
A analise por TEM foi realizada com o proposito de obter informacdes acerca da distribuicdo das
particulas metalicas nos nanomateriais preparados (Qiu et al., 2014). Em gamas de reduzida ampliacao,
esta técnica fornece informacdes também sobre a morfologia dos nanomateriais (Su, 2017). Na Figura

15 estdo representadas as imagens obtidas por TEM dos nanomateriais monometalico Ago01Y e

bimetalico Zno,0sAgo,01Y.

Figura 15 — Micrografias de TEM de Ago,01Y (a esquerda) e de ZngosAgo,01Y (a direita).
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Pela analise da Figura 15, é possivel verificar uma dispersédo elevada de pequenas particulas de
prata ao longo da particula do zedlito NaY no Ago,01Y. No nanomaterial bimetalico sao evidenciadas
particulas de tamanhos diferentes, os ides prata (particulas pequenas) e zinco (particulas maiores) que
estdo também dispersos nas particulas do NaY. Observa-se também que a periferia das nanoparticulas
de zeodlito € mais rica em ambos 0os metais do que no interior e ambos os metais sao acessiveis a
superficie do zeolito. Outros autores (Graaf et al, 2001; Valtchev e Bozhilov, 2004; Donk, 2007)
reportaram resultados idénticos, tendo concluido que as particulas de ides inseridas na estrutura do

zedlito se encontravam dispersas na estrutura do zeolito testado.

3.1.4. Andlise por ICP-AES
A andlise quimica das estruturas zeoliticas foi determinada por ICP-AES (Tabela VIIl) a fim de

determinar a quantidade de prata e zinco introduzidos no zeolito através do método de troca ionica.

Tabela VIII - Analise quimica das amostras: razéo Si/Al, quantidades de sdédio (Na), prata (Ag) e zinco (Zn) determinadas por ICP-AES.

Material NaY Ago,01Y Zno,05Ago0,01Y
Razao Si/Al 2,40 -

Na (%) 7,10 4,90 1,50

Ag (%) - 7,90 6,30

Zn (%) - - 5,20

A quantidade de sodio na estrutura do zeolito desempenha um papel importante na capacidade
de troca idnica. Tal como esperado, o zedlito NaY apresenta uma grande capacidade para a troca idnica
devido ao elevado teor em sddio, indicando ser uma melhor estrutura zeolitica para materiais
antimicrobianos (Ferreira et al., 2012; Fonseca e Neves, 2013). A analise quimica indica também a
presenca dos metais no zedlito NaY e uma diminuicao do ido sddio apos a permuta idnica, tal como foi
demonstrado por Ferreira (2012) e Fonseca e Neves (2013). Verifica-se que o nanomaterial bimetalico
(Zno,0sAgo,01Y) apresenta menor quantidade de prata em comparacdo com o monometalico (Ago,01Y). Isto
ocorreu devido a maior seletividade que o zedlito do tipo FAU tem para o ido prata em comparacao com
o zinco (Cejka e Bekkum, 2005). Assim, por cada ido prata permutado é despendido um ido sddio da
estrutura, enquanto por cada ido zinco sdo gastos dois ides sodio. Como hd uma maior seletividade dos

i0es prata, a percentagem de prata no nanomaterial bimetalico é superior a percentagem de zinco.
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3.1.5. Determinacéo do valor de pHpzc
Os valores de pHpzc, que correspondem ao valor de pH nos pontos de carga zero da superficie,

foram determinados para o zedlito NaY e os nanomateriais Ago,01Y € Zno,0sAg0,01Y (Tabela IX).

Tabela IX - Valores de pHpzc obtidos para NaY, Ago,01Y € Zno,0sAg0,01Y.-

Material pHez
NaY 6,47
AgoorY 5,37
ZNnoosAgsoY 5,72

Com a analise da Tabela IX verifica-se que o valor de pHpzc do zedlito de partida (6,47) € um
valor muito aproximado de pH 7. Este valor deve-se ao facto do zedlito NaY apresentar um caracter neutro
devido & presenca de ides sddio como contra ido, em detrimento de protdes na rede zeolitica. No caso
dos nanomateriais Ago,01Y € Zno,0sAgo01Y, apos a introducdo de um ou dois ides, foi verificada uma
diminuicao do valor de pHpzc. Isto mostra que com a entrada dos i6es na estrutura cristalina do zedlito,
foram geradas cargas positivas 0 que confere um caracter acido aos materiais preparados. Estes

resultados sao semelhantes a resultados publicados anteriormente (Li e Wang, 2009; Fan et al., 2011).

3.2. Avalia¢ao da atividade antimicrobiana dos nanomateriais mono e bimetalicos
3.2.1. Andlise da viabilidade microbiana
Ap6s a preparacdo dos nanomateriais mono e bimetalicos baseados no zeolito Y (seccdes 2.3 e
2.4), foi realizada a avaliacdo da sua atividade antimicrobiana contra as duas estirpes de bactérias (£.
colie S. aureus) e as duas de leveduras (S. cerevisiae e C. albicans) usadas como estirpes indicadores
de sensibilidade. Numa primeira fase foram realizados ensaios em que células em fase exponencial de
crescimento, foram incubadas na presenca dos nanomateriais numa gama de concentracdes entre 0,2
e 2,0 mg/mL. Esta fase teve como objetivo determinar o MIC de cada par nanomaterial-microrganismo,
de modo a otimizar o ensaio e estabelecer as concentracdes de nanomaterial e os tempos de incubacao

a usar para cada estirpe, definindo assim as condicdes experimentais a usar posteriormente. Para o
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efeito, foram retiradas amostras da cultura microbiana assim que foi colocada na presenca de cada
nanomaterial (tempo TO) e apds 24 h (T24) ou 48 h (T48) no caso das bactérias ou das leveduras,
respetivamente. A Figura 16 mostra, a titulo de exemplo, o ensaio realizado nesta primeira fase para

uma das bactérias, a £. coli.
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Figura 16 - Viabilidade (UFC/mL) da bactéria £. coliapos O h (A) e 24 h (B) de incubacdo a 37 °C, 200 rpm com 0,2; 0,5; 1,0 e 2,0
mg/mL de NaY, CugosY, ZngosY, Agoo01Y € ZngosAgo01Y. Utilizou-se como controlo uma experiéncia idéntica na auséncia de cada
nanomaterial (n=1).

Tal como se pode observar na figura anterior, o efeito causado pelo zeolito de partida (NaY) foi
semelhante ao controlo, indicando que este zedlito nao produz qualquer efeito contra a estirpe testada.
Por outro lado, os restantes nanomateriais provocam uma diminuicdo de UFC logo a concentracdo de
0,2 mg/mL e apos 24 h de incubacéo é notorio um efeito ainda mais acentuado indicando que o efeito
antimicrobiano destes nanomateriais se deve a presenca dos metais na estrutura do zedlito. Para o
zeolito permutado com prata nao foram detetadas células viaveis de £. coli neste tempo permitindo

concluir que o valor de MIC quer para Ago,01Y quer para Zno,0sAgo,01Y € de 0,2 mg/mL. Por esta razao,

137



Resultados e Discussdo

numa segunda fase, o ensaio passou a ser realizado unicamente para a concentracdo mais baixa onde
ocorreu inibicdo do crescimento (0,2 mg/mL) testando-se todos os nanomateriais preparados no
presente trabalho: CuoosY, ZnoosY, Ago01Y € ZnoosAgo,01Y a essa concentracdo. Como foi observada
inibicdo do crescimento bacteriano desde o inicio do tratamento e a auséncia total de células em alguns
nanomateriais (permutados com prata) apos 24 h, foi estabelecido um tratamento com duracdo de 60
minutos e com recolha de amostras em intervalos de 20 minutos acrescentando-se ainda os tempos de
incubacao T10 e T30 para verificar se seria nessa altura que se verificava ou ndo um efeito bactericida.
Um ensaio equivalente ao ilustrado na Figura 16 foi igualmente realizado para ambas as leveduras,

estando o exemplo da levedura S. cerevisiae apresentado na figura que se segue.
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Figura 17 - Viabilidade (UFC/mL) da levedura S. cerevisiae apos O (A) e 48 h (B) de incubacgao a 30 °C, 200 rpm com 0,2; 0,5; 1,0e 2,0
mg/mL de NaY, CugosY, ZngosY, Ago01Y € ZnoosAgo01Y. Utilizou-se como controlo uma experiéncia idéntica na auséncia de cada
nanomaterial (n=1).

Com a analise da Figura 17 pode concluir-se que o nimero de UFC para NaY, Cuo,0sY € ZngosY
foi semelhante ao do controlo, indicando que estes nanomateriais ndo exerceram qualquer efeito

antimicrobiano contra esta estirpe. Por outro lado, foi observada a diminuicéo de células viaveis quando
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tratadas com os nanomateriais a base de prata, em particular no caso do monometalico Agp,01Y,
indicando que estes conseguem exercer algum efeito em ambas as estirpes mesmo na concentracéo
mais baixa. Assim, para a segunda fase destes ensaios com os nanomateriais Cuo,osY, Zno,osY, Ago,01Y €
Zno,0sAgo01Y foi estipulado um tratamento com uma duracéo de 10 h de incubacao com recolha de
amostras a intervalos de 2 h.

A Figura 18 ilustra os resultados obtidos num dos ensaios realizados nesta primeira fase, sendo
neste caso testado Ago01Y em todos os microrganismos indicadores: S. cerevisiae, C. albicans, E. coli e

S. aureus.
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Figura 18 - Avaliagdo da atividade antimicrobiana de Agoo1Y contra as leveduras S. cerevisiae e C. albicans e contra as bactérias £. colie
S. aureus. As células foram incubadas a 30 °C ou 37 °C, 200 rpm com Ago,01Y nas concentracdes 0,2; 0,5; 1,0 e 2,0 mg/mL. Apos 24 h
foram retiradas aliquotas de cada cultura e diluidas até 10 sendo colocadas aliquotas de 10 uL de cada uma das diluicées em placas de
YPDA e LBA e incubadas a 30 °C durante 48 h ou a 37 °C durante 24 h, conforme se tratasse respetivamente de leveduras ou de bactérias.

E evidente que com o aumento da concentracéo do nanomaterial, o niimero de colénias diminui
ou é ausente para £. coliem todas as concentracoes testadas e para S. aureus a partir de 0,5 mg/mL.
Na sequéncia dos ensaios antimicrobianos descritos (Figuras 16, 17 e 18) foram determinados os valores
de MIC para cada par nanomaterial/microrganismo (Tabela X). Nao foi possivel determinar a MIC de
todos os nanomateriais contra as leveduras assim como de Cuo,o5Y € Zno,osY para as bactérias, pois para
inibir o crescimento destas estirpes seria necessario utilizar concentracdes superiores a maxima testada
(2,0 mg/mL). As bactérias £ coli e S. aureus mostraram-se sensiveis aos nanomateriais Ago,01Y e
Zno,05Ag0,01Y cujos valores de MIC foram 0,2 mg/mL e 0,5 mg/mL, respetivamente. Todos os
nanomateriais exibem valores de MIC superiores a 2,0 mg/mL face as duas leveduras testadas (Tabela
X). Cuo,05Y € Zno,05Y apresentaram também valores de MIC superiores a 2,0 mg/mL nas bactérias £.

colie S. aureus.
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Tabela X - Valores de MIC (mg/mL) dos nanomateriais contra as bactérias £. colie S. aureus e as leveduras S. cerevisiae e C. albicans.

Microrganismo

Zedlito
E. coli S. aureus S. cerevisiae C. albicans
Cuog,osY >2 >2 >? >?
Zno,0sY >2 >2 >2 >2
Ago,01Y 0,2 0,5 >2 >2
Zno,05Ag0,01Y 0,2 0,5 >2 >2

Alguns autores, como Lalueza et al., (2011) observaram que os materiais permutados com prata
sdo mais biodisponiveis, apresentando uma melhor atividade antimicrobiana. O mesmo foi reportado por
Ferreira et al. (2012), que demonstrou que o zeolito Y permutado com prata exibiu um valor de MIC de
0,2 mg/mL contra as espécies bacterianas £. colie B. subtilis. Para além disso, esta também descrito
gue a prata desempenha um papel importante na atividade antimicrobiana (Sondi e Salopek-Sondi,
2004). Esta eficacia antibacteriana apresentada pelos nanomateriais pode estar também relacionada
com a razao Si/Al, uma vez que o zeolito NaY possui baixa razdo Si/Al permitindo assim uma elevada
capacidade de troca idnica. Ferreira et al. (2012) mostraram também que as propriedades
antibacterianas da prata em zedlitos FAU (NaY e NaX) séo similarmente dependentes da razao Si/Al. Ja
o0 zeodlito Y permutado com prata (Si/Al = 2,83 e Ag" = 9,7 wtk) exibiu um valor de MIC inferior ao do
zedlito X (Si/Al = 1,64 e Ag® = 9,8 wt%) contra bactérias, que podera ser devido a presenca de prata
metalica em AgX, que s atua como agente antimicrobiano quando convertida a prata idnica, sendo que
neste caso a estabilizacdo do ido prata no Y favorece MIC inferiores. Ruparelia et al. (2008) e Demirci et
al. (2013) avaliaram a atividade antimicrobiana do cobre ou zinco nestes zedlitos contra £. colie S.
aureus, observando valores de MIC semelhantes aos apresentados, concluindo que o nanomaterial a
base de prata € o mais ativo entre os testados e que os a base de cobre e zinco apresentavam atividade
antimicrobiana moderada.

Constatou-se, no entanto, que a analise dos valores de MIC (Tabela X) ndo permite uma
diferenciacao especifica dos nanomateriais, uma vez que apesar dos valores serem semelhantes, cada
estirpe pode apresentar diferentes respostas aos nanomateriais, como observado nos primeiros ensaios
realizados (Figuras 16 e 17). Por esta razdo, torna-se necessario estimar a atividade antimicrobiana dos
nanomateriais contra cada estirpe através da avaliacdo da sua viabilidade, uma vez estabelecida a

concentracao de nanomaterial a usar. Nesta segunda fase, foram entdo realizados ensaios
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antimicrobianos na concentracdo mais baixa para a qual se observou inibicao do crescimento microbiano
(0,2 mg/mL). Os tempos de incubacéo foram diferentes para leveduras (entre O e 10 h, com intervalos
de 2 h) e para bactérias (entre 0 e 60 minutos, com intervalos de 20 minutos) (Figuras 19 a 21). A
avaliacdo do efeito antimicrobiano foi feita pela comparacdo de UFC/mL obtida na presenca de cada
nanomaterial e na sua auséncia (controlo positivo - células sem tratamento). Na Figura 19 séo
apresentados os resultados para as leveduras S. cerevisiae e C. albicans apds 10 h de incubacdo com

0s nanomateriais baseados no zedlito Y, tendo sido avaliado o valor de UFC/mL a cada intervalo de 2 h.
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Figura 19 - Viabilidade (UFC/mL) das leveduras S. cerevisiae (A) e C. albicans (B) apos 0 (T0), 2 (T2), 4 (T4), 6 (T6), 8 (T8) e 10 (T10) h
de incubacdo a 30 °C, 200 rpm com 0,2 mg/mL de Cug,05Y, Zno,0sY, Ago,01Y € Zno,0sAgo,01Y. Utilizou-se como controlo uma experiencia
idéntica na auséncia de cada nanomaterial. A significancia da diferenca entre as médias dos tratamentos em comparacdo com o respetivo
controlo é representada por * 0,05 > p = 0,01, ** 0,01 > p =2 0,001, *** 0,001 > p estando apenas apresentada quando UFC/mL do
tratamento ¢ inferior ao controlo.

Cuo,05Y € ZngosY nao exibem efeito antimicrobiano contra as duas leveduras, que apresentam

valores de UFC/mL semelhantes aos do controlo positivo. Porém, apesar de nao ter sido possivel
determinar um valor de MIC para qualguer dos quatro nanomateriais testados, os que contém prata
mostram um efeito antimicrobiano significativo apds algumas horas de incubacao (T8 e T10). No que diz
respeito a levedura S. cerevisae, esse efeito é visualmente notério desde o inicio da incubacao (87 % de
inibicdo para Ago01Y e 69 % para Zno,0sAgo,01Y) (Figura 19A), embora a diferenca de UFC sb se torne
significativa a partir de 8 h de incubacao (Ago,01Y com 98 % de inibicdo e Zno,0sAg0,01Y com 72 %). Ja em

C. albicans, o efeito antimicrobiano de Agp01Y € significativo apos 6 h (correspondente a 73 % de inibicao,
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que aumenta para 92 % apds 10 h), enquanto para o nanomaterial Zno,0sAgo,01Y Se observa um efeito
antimicrobiano significativo em termos da reducdo do numero de UFC a partir de 8 h de incubacao
(equivalente a 29 % de inibicao nesse tempo e 74 % apds 10 h) (Figura 19B). De acordo com estes
resultados, pode inferir-se que 0 Ago,01Y foi mais eficaz em ambas as leveduras uma vez que se observou
uma maior reducao do numero de UFC. Um estudo da atividade antifungica da prata realizado por
Chiericatti et al., (2014) na estrutura de modernite mostrou que este zedlito permutado com prata, em
pequenas quantidades, foi eficaz contra diferentes leveduras como o caso da S. cerevisiae ocorrendo
uma reducdo significativa (log UFC/mL =4,5) de UFC em 4 h com a adicao de apenas 10 mg, indicando
um forte efeito num curto periodo de tempo. Foi também observado em outro estudo que os
nanomateriais de prata possuem uma atividade antimicrobiana contra S. cerevisiaece C. albicanslevando
a diminuicao de 90 % de células viaveis com MIC de 32 mg/mL e 2 mg/mL, respetivamente (Nasrollahi
et al., 2011), em concordancia com os resultados apresentados neste trabalho. Porém, de acordo com
0 estudo realizado por Ferreira (2012), os nanomateriais mais eficazes contra estas duas estirpes foram
0s nanomateriais bimetalicos ZnAgY e AgZnY, ambos com MIC de 2,0 mg/mL enquanto que nos
restantes, incluindo os monometalicos, o MIC foi superior a 2,0 mg/mL.

Os nanomateriais Cuo,05Y € ZnoosY foram também testados nas bactérias £. colie S. aureus, ao
longo de 60 minutos, recolhendo-se amostras para contagem de UFC/mL a cada 20 minutos. Os
resultados obtidos estdo apresentados na Figura 20. Na Figura 20A observa-se um efeito antibacteriano
significativo dos nanomateriais Cuo,05Y € Zno,osY em £. coli, uma vez que € observada uma diminuicao
significativa do numero de UFC ao longo do tratamento em comparacao com o controlo. Para Cuo,sY foi
registada uma percentagem de inibicdo maxima de 82 % e para ZnoosY foi de 96 % uma vez decorridos
40 minutos. Zhou et al. (2004), Hu e Xia (2006) e Mehtar et al. (2008) observaram efeitos
antimicrobianos de ides cobre contra diversas bactérias, incluindo £. cofi, registando uma diminuicao de
células viaveis apos a incubacao com cobre. Foi igualmente demonstrado o efeito antimicrobiano de
nanoparticulas permutadas com cobre contra £. coli, expressa através de uma reducao de bactérias
viaveis (Ruparelia et al., 2008; Akhavan e Ghaderi, 2010; Grass et al., 2011). Estes estudos corroboram
0s resultados obtidos no estudo do efeito destes nanomateriais em £. co/i embora no presente estudo o
Zno,05Y se tenha revelado mais ativo. No entanto, no estudo realizado por Ferreira (2012) foi verificado
gue 0s nanomateriais com cobre e zinco (CuY e ZnY) possuem efeitos semelhantes contra ambas as

bactéricas exibindo valores de MIC superiores a 2,0 mg/mL.
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Figura 20 - Viabilidade (UFC/mL) das bactérias £. coli (A) e S. aureus (B) apds 0 (T0), 20 (T20), 40 (T40) e 60 (T60) min de incubacgdo a
37 °C, 200 rpm com 0,2 mg/mL de CugosY € ZngesY. Utilizou-se como controlo uma experiencia idéntica na auséncia de cada
nanomaterial. A significancia da diferenca entre as médias dos tratamentos em comparacdo com o respetivo controlo é representada por *
0,05>p=0,01, ** 0,01 >p 20,001, *** 0,001 > p estando apenas apresentada quando UFC/mL do tratamento & inferior ao controlo.

Em relacao a S. aureus (Figura 20B), apesar de se observar uma diminuicao significativa no
numero de coldnias desta bactéria quando tratada com ZngosY apds 20 minutos (30 % de inibicdo) e
com Cuo,0sY apos 40 minutos (29 % de inibicdo), respetivamente, no geral estes nanomateriais nao
exercem efeito antibacteriano nesta estirpe, nas concentracoes testadas, pois acaba por recuperar desse
efeito antimicrobiano. Assim, a bactéria £. coli revelou-se mais sensivel aos nanomateriais
monometalicos de cobre e zinco do que S. aureus. Segundo Demirci et al. (2013), nanoparticulas de
zinco e cobre baseadas nos zedlitos X e A, apesar de menos eficazes que as de prata (com MICs entre
32 e 64 pg/mL), apresentam ainda assim alguma eficacia antimicrobiana contra S. aureus exibindo
valores de MIC entre 512 e 2048 ug/mL, respetivamente; no entanto, tal efeito ndo foi observado neste
trabalho.

A mesma avaliacdo foi realizada para os restantes nanomateriais (Ago,01Y € Zno,0sAg0,01Y)
incubando-se £. colie S. aureusna sua presenca, e recolhendo-se aliquotas para analise da viabilidade

microbiana nos tempos 0, 10, 20, 30, 40 e 60 minutos (Figura 21). Saliente-se que no caso destes
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nanomateriais com prata, a concentracdo de zedlito testada contra £. coli corresponde ao valor de MIC

(Tabela X), diferentemente do que aconteceu relativamente aos restantes pares de nanomateriais.
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Figura 21 - Viabilidade UFC/mL das bactérias £. coli (A) e S. aureus (B) apos O (T0), 10 (T10), 20 (T20), 30 (T30) 40 (T40) e 60 (T60)
min de incubacdo a 37 °C, 200 rpm com 0,2 mg/mL de Ag.01Y € Zno,0sAgo,01Y. Utilizou-se como controlo uma experiencia idéntica na
auséncia de cada nanomaterial. A significancia da diferenca entre as médias dos tratamentos em comparacdo com o respetivo controlo &
representada por * 0,05 >p 20,01, ** 0,01 > p =2 0,001, *** 0,001 > p estando apenas apresentada quando UFC/mL do tratamento ¢
inferior ao controlo.

Os nanomateriais permutados com prata - Agoo1Y € ZnoosAgo01Y - afetam o crescimento
bacteriano. Na Figura 21A constata-se uma diminuicdo significativa no crescimento de £. co/i apés 30
minutos de incubacao e auséncia de células viaveis apés 40 e 60 minutos, mostrando que estes dois
nanomateriais exercem um efeito bactericida (100 % de inibicdo) contra esta bactéria tais periodos de
incubacao. Ferreira et al. (2012) mostraram que o zedlito Y permutado com prata exibe atividade contra
E. coli, nao sendo detetadas células viaveis apos incubacao com AgY a uma concentracao de 0,2 mg/mL.
Na Figura 21B pode observar-se que o nanomaterial bimetalico Znoo0sAgo01Y exerce um efeito
antibacteriano em S. aureus desde o inicio do tratamento, observando-se uma diminuicao significativa
do numero de colonias (30% de inibicdo apds 60 minutos) face ao controlo. Quanto a Ago,01Y ndo se
pode concluir com clareza o seu efeito em S. aureus pois é possivel observar dois efeitos opostos ao

longo do tempo, seria provavelmente necessaria uma concentracdo mais elevada para um efeito
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antimicrobiano mais expressivo. Contudo, estudos publicados anteriormente mostram que nanomateriais
permutados com prata (AgY, AgX e AgA) sdo eficazes contra ambas as bactérias, apresentando valores
de MIC entre 32 a 64 ug/mL, possivelmente devido a quantidades de prata superiores (Matsumura et
al., 2003; Ruparelia et al., 2008; Demirci et al., 2013).

Perante estes resultados (Figuras 19 a 21) pode afirmar-se que as leveduras sdo menos sensiveis
a acao dos nanomateriais permutados com prata do que as bactérias. Em ambas as leveduras o valor
de MIC é superior a 2,0 mg/mL, enquanto nas bactérias é de 0,2 mg/mL para £. colie 0,5 mg/mL para
S. aureus (Tabela X). Nos estudos realizados por Ferreira et al. (2012), Demirci et al. (2013) e Guedes
(2015) foi também evidenciado que as leveduras testadas eram menos sensiveis do que as bactérias a
acao de varios nanomateriais. A maior suscetibilidade das bactérias pode estar relacionada com a
estrutura da parede celular uma vez que os ides prata possuem a capacidade de penetrar faciimente na
célula através da parede celular. Os ides prata sdo libertados e interagem com as cisteinas existentes na
membrana plasmatica substituindo o atomo de hidrogénio do grupo tiol por um atomo de prata (complexo
S-Ag) que ira alterar a estrutura e inativar as enzimas da cadeia respiratédria desencadeando a morte da
bactéria (Malachova et al., 2011; Llorens et al., 2012; Pal et al., 2015).

Pode também concluir-se que o zeodlito de partida adquire atividade antimicrobiana contra
diferentes bactérias apenas na presenca de metais. Os melhores nanomateriais testados sdo os que
possuem o ido prata na sua estrutura: Agoo1Y € ZnoosAgo,01Y uma vez que ambos tiveram efeito
antimicrobiano contra todos os microrganismos testados, um comportamento que se deve a presenca
de prata na estrutura do zeolito Y (Ferreira et al., 2012). Por outro lado, os nanomateriais CugsY e
Zno,05Y ndo se mostraram eficazes contra ambas as leveduras nem contra a bactéria S. aureus.

Comparando a eficacia antimicrobiana de cada nanomaterial em £. coliatravés da percentagem
de inibicdo de células viaveis face ao respetivo controlo (Figura 22), constata-se que enquanto CugosY e
Zno,05Y levam a uma percentagem de inibicao de 36 % e 90 %, respetivamente, os nanomateriais com
prata - Ago,01Y e Zno,0s Ago,01Y - apresentaram 100 % de inibicao contra esta estirpe. Estes resultados
afiguram-se bastante promissores principalmente face a infecoes bacterianas com origem em £. coli, por
se ter revelado a estirpe mais sensivel aos nanomateriais de prata (MIC mais baixo e um efeito
bactericida), perspetivando-se a sua exploracao na prevencdo de infecdes com esta origem microbiana,
0 que é particularmente importante no contexto atual, em que se assiste a uma diminuicao da eficacia

terapéutica dos antibidticos e a um aumento da resisténcia microbiana a esses agentes terapéuticos.
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Figura 22 — Percentagem de inibicdo de células viaveis de £. cofi provocada por 0,2 mg/mL apés 60 minutos de incubacdo com os
nanomateriais Cug,osY, Zno,0sY, Ago,01Y € Zno,0sAgo,01Y. A significancia da diferenca entre a eficacia antimicrobiana de cada nanomaterial é
representada por * 0,05 > p 20,01, ** 0,01 > p 20,001, *** 0,001 > p.

A resisténcia aos antibidticos ocorre quando as bactérias mudam a sua resposta a esses agentes
e € uma das maiores ameacas a saude global. Esta resisténcia ocorre naturalmente, mas o uso indevido
e excessivo de antibioticos acelera esse processo. A incidéncia das infecdes bacterianas esta a aumentar,
sendo cada vez mais dificeis de tratar face a crescente ineficacia dos antibiéticos disponiveis, conduzindo
a estadias hospitalares mais prolongadas, custos médicos mais elevados e mortalidade aumentada. A
Organizacao Mundial da Saude (OMS) publicou recentemente uma lista de agentes patogénicos de
prioridade global - bactérias resistentes a antibioticos - para guiar a pesquisa e desenvolvimento de novos
antibioticos (OMS, 2017). Nessa lista, dividida em trés categorias de acordo com a urgéncia da
necessidade de desenvolvimento de novos antibidticos: critica, alta e média prioridade, estao presentes
doze grupo de bactérias que representam atualmente a maior ameaca para a saude humana,
destacando-se em particular a ameaca de bactérias Gram-negativas que sdo resistentes a multiplos
antibioticos. O grupo mais critico inclui bactérias multirresistentes que ameacam particularmente
hospitais, casas de repouso e pacientes cujos cuidados exigem dispositivos como ventiladores e cateteres
de sangue. Incluem Acinetobacter, Pseudomonas e varias Enterobacteriaceae, incluindo £. coli. Estas
bactérias tornaram-se resistentes a um grande numero de antibidticos, incluindo as classes das
carbapenemas e cefalosporinas de terceira geracdo (antibioticos disponiveis para o tratamento de
bactérias multirresistentes), e podem causar infecdes graves e muitas vezes mortais, como infecdes da

corrente sanguinea e pneumonia. O segundo e terceiro grupos (prioridade alta e média) contém outras
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bactérias cada vez mais resistentes aos medicamentos, que causam doencas mais comuns como a
gonorreia e intoxicacdo alimentar causada por salmonelas.

A infecao urinaria € a doenca microbiana mais comum sendo maioritariamente causada por
bactérias, no entanto, podem também ocorrer infecdes fungicas, virais e parasitarias (Sheerin, 2011).
Quando o corpo humano ¢ colonizado por microrganismos, sao desencadeados mecanismos de defesa
para tentar eliminar os agentes microbianos da urina (Hoepelman et al., 2003). Contudo, alguns
microrganismos permanecem capazes de crescer e aumentar a infecdo sendo mais dificil combater a
infecao e o paciente torna-se mais suscetivel a desenvolver infecdes urinarias (Hoepelman et al., 2003,
Sheerin, 2011). As bactérias sdo também e geralmente os principais microrganismos responsaveis por
infecOes urinarias, sendo que por vezes envolvem as bactérias da flora intestinal como £. coli (Lee e
Neild, 2007; Sheerin, 2011). Os organismos patogénicos mais comuns em infecoes urinarias sao £. col,
S. aureus uma vez que foram as bactérias mais isoladas em estudos de infecdes urinarias (Lee e Neild,
2007; Sheerin, 2011, Ekwealor et al., 2016) e os resultados obtidos no presente trabalho podem

contribuir para o desenvolvimento de estratégias/solucdes capazes de prevenir tais infecoes.

3.2.2. Método de difus@ao em disco

Os nanomateriais antibacterianos baseados no zedlito Y e preparados neste trabalho foram ainda
comparados com outros previamente estudados recorrendo-se para o efeito ao método de difusdo em
disco, um método mais simples e mais rapido. Este método permitiu avaliar e comparar a atividade
antimicrobiana dos nanomateriais por observacdao e medicdao de eventuais halos de inibicdo do
crescimento das estirpes em estudo. Para além destes nanomateriais monometalicos e bimetalicos,
foram também testados nesta metodologia outros nanomateriais preparados com diferentes
concentracdes de prata e/ou diferentes estruturas zeoliticas com diferentes percentagens de prata,

estando todos apresentados na Tabela XI.
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Tabela XI - Nanomateriais usados para o método de difusdo em disco. Para estes nanomateriais indica-se também a percentagem de prata,
zinco e a razao Si/Al.

Nanomaterial Ag (%)@ Zn (%)@ Si/AI®) Referéncia
NaY - - 2,40 Este trabalho
Cuo,osY - - 2,60 Este trabalho
Zno,osY - 5,400 2,63 Este trabalho
Ago,01Y 7,90 - 2,39 Este trabalho
Zno,05Ag0,01Y 6,30 5,20 2,25 Este trabalho
Ago,001Y 0,50 - 2,62 Este trabalho
Ago,002Y 2,100 - 2,60 Este trabalho
Ago,0:A 2,30 - 1,24 Guedes, 2015
Ag0,01ZSM-5 0,70 - 15,0 Guedes, 2015
Zno,05Ag0,01Y"" 1,25 3,31 2,83 Ferreira, 2012

@)yvalores obtidos por ICP-AES

®)yalores obtidos por XRD

©)valores obtidos por EDX

) Nanomaterial com diferente percentagem de prata que Zno,0sAgo,01Y obtido em 2.4

Os nanomateriais presentes na tabela XI foram testados na concentracéo de 2,0 mg/mL contra
as leveduras S. cerevisiaee C. albicans (Tabela Xll) e contra as bactérias £. colie S. aureus (Tabela Xll).
Pela analise da Tabela Xll, pode concluir-se que NaY, CuoosY € ZnoosY nao exerceram efeito
antimicrobiano contra qualquer das leveduras. Os restantes nanomateriais provocaram alguma inibicdo
do crescimento de ambas as leveduras, embora se verifiquem diametros ligeiramente superiores no caso
de S. cerevisiae, sendo, por conseguinte, o efeito antimicrobiano ligeiramente mais pronunciado em S.
cerevisiaedo que em C. albicans. Estes resultados corroboram os resultados obtidos anteriormente para
ambas as leveduras (Figura 19) onde foi detetado algum efeito antimicrobiano para os nanomateriais de
prata apenas, revelados numa reducdo do numero de UFC ap6s tratamento com esses nanomateriais.
Contudo, a auséncia de um antifungico como controlo ndo permite que se possa ter uma nocao exata
do potencial antimicrobiano destes nanomateriais, embora a existéncia de halos de inibicao seja

indicadora de tal atividade, e seja certamente dependente da concentracéo.
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Tabela XlI - Efeito antimicrobiano de 50 L de cada nanomaterial nas leveduras S. cerevisiae e C. albicans. Os resultados estdo expressos
na medida do diametro de cada halo de inibicdo (em mm). - Auséncia de halo.

Diametro do halo de inibicdo (mm)

Nanomaterial
S. cerevisiae C. albicans
NaY

Cug,05Y

Zno,osY

Ago,01Y 21,50 16,67
Zno,05Ago,01Y 19,33 15,17
Zno,0sAgo,01Y" 15,50 15,50

Ago,0A 15,67 13,33
Ago,01ZSM-5 15,50 13,40

Para além das leveduras, foi igualmente testado o efeito antimicrobiano nas bactérias £. coli, S.
aureus, tendo-se incluido ainda a bactéria MRSA neste rastreio e quatro antibioticos comerciais -
vancomicina (VAN), eritromicina (ERI), amoxicilina/acido clavulanico (AMC) e ciprofloxacina (CIP) -
(Tabela XIV) dada a ja conhecida atividade antibacteriana de alguns destes nanomateriais. A analise dos
resultados obtidos foi feita segundo os critérios de diametro atualmente listados propostos pelo Chinical

and Laboratory Standards Institute — CLSI (CLSI, 2015) para os quatro antibidticos testados (Tabela XlII).

Tabela XlII - Critérios de didametro listados para os antibioticos vancomicina (VAN), eritromicina (ERI), amoxicilina/acido clavulanico (AMC)
e ciprofloxacina (CIP) (adaptado de CLSI, 2015).

Suscetivel Intermédio Resistente
VAN =12 10-11 <9
ERI > 26 23-25 <22
AMC >18 14 -17 <13
Clp =21 14-20 <14
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Tabela XIV - Efeito antimicrobiano de 50 pL dos nanomateriais a 2 mg/mL e dos antibidticos comerciais (vancomicina (VAN), eritromicina
(ERI), amoxicilina/acido clavulanico (AMC) e ciprofloxacina (CIP) nas bactérias £. coli S. aureus e S. aureus MRSA. Os resultados estao
expressos na medida do diametro de cada halo de inibicao (em mm). - Auséncia de halo.

Diametro do halo de inibicdo (mm)

Nanomaterial E. coli S. aureus S. aureus MRSA
NaY - - -
Cuog,osY - - -
Zno,0sY - - -
Ago,01Y 18,83 21,17 22,83
Zno,05Ag0,01Y 17,50 19,67 23,50
Ago,001Y 17,83 9,67 15,33
Ago,002Y 18,17 9,83 15,17
ZnoosAgooY” 1867 19,67 20,83
Ago,0A 16,50 19,50 22,17
Ago,01ZSM-5 18,67 18,83 24,00
Antibiéticos
VAN - 18,33 -
ERI 9,17 24,00 -
AMC 22,33 48,33 -
Clp 35,67 26,17 -

Pela comparacao dos valores das Tabelas Xl e XIV, pode inferir-se que S. aureus é suscetivel
aos antibioticos VAN, AMC e CIP uma vez que apresentou diametros superiores aos limites estabelecidos
para cada antibiotico (Tabela XIlII). J& o antibiotico ERI apresenta um efeito intermédio em S. aureus de
acordo com os valores tabelados (Tabela Xlll). £. coli é considerada resistente aos dois antibioticos VAN
e ERI e mostrou-se suscetivel aos antibioticos AMC e CIP (Tabelas XlII e XIV). Por outro lado, a bactéria
MRSA, resistente a todos os antibidticos testados neste trabalho, ndo apresentou qualquer halo de
inibicdo (Tabela XIV). Esta resisténcia adquirida €, como ja referido, reconhecida pela OMS como um
problema de saude mundial, uma vez que as infecdes provocadas por MRSA nado apresentam
tratamentos eficazes. Esta bactéria foi alias listada pela OMS como um agente de prioridade alta para o
desenvolvimento de novos antibioticos (OMS, 2017). As bactérias resistentes possuem a capacidade
inata de encontrar novas formas de resistir ao tratamento, podendo transmitir material genético que
permite a outras bactérias tornarem-se também resistentes aos farmacos.

No presente trabalho verifica-se que alguns dos nanomateriais exerceram maior efeito do que os
antibidticos testados. Foi feita uma comparacdo entre os valores dos halos obtidos para cada

nanomaterial e antibidtico (Tabela XIV) calculando-se a razdo entre os didametros do halo de inibicdo
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obtido para cada nanomaterial e o registado para um dado antibioticos, contra uma dada bactéria, a fim
de verificar o potencial antimicrobiano de cada nanomaterial (maior, menor ou idéntico efeito ao de um
dado antibidtico se o valor calculado for respetivamente superior, inferior ou idéntico a 1). Quando o
nanomaterial exerceu maior atividade antibacteriana do que o antibidtico tal efeito foi assinalado com o
sinal +, caso se tenha revelado menos eficaz que o antibidtico escolheu-se o simbolo - e, por ultimo, foi
utilizado o simbolo = se ambos tiverem efeito antimicrobiano idéntico. Estes resultados estdo
apresentados na Tabela XV onde se pode observar que NaY, Cug,osY € ZngosY exibem um efeito idéntico

ou menor que o dos antibioticos contra as trés estirpes. Por outro lado, todos os zedlitos permutados
com prata possuem maior atividade contra £. coli do que os antibidticos VAN e ERI aos quais a estirpe é
resistente. Os antibidticos VAN e ERI atuam sobre as bactérias através da inibicdo da sintese da parede
celular e inibicdo da sintese de proteinas, respetivamente. Ja o antibidtico AMC inibe a sintese de
peptidoglicano da parede celular e CIP inibe a sintese de acidos nucleicos, sendo a acédo antibacteriana

de ambos (aos quais a estirpe é suscetivel) superior a todos 0s nanomateriais testados.

Tabela XV - Atividade antibacteriana dos nanomateriais em comparacéo com o efeito dos antibidticos vancomicina (VAN), eritromicina (ERI),
amoxicilina/acido clavulanico (AMC) e ciprofloxacina (CIP) em que + significa maior atividade antibacteriana que o antibiético, - menor
atividade que a do antibiético e = quando a atividade do nanomaterial é idéntica a do antibiotico. A sombreado indicam-se os antibioticos

para os quais cada bactéria testada é suscetivel.

E. coli S. aureus MRSA
VAN ERI AMC CIP | VAN ERI AMC CIP | VAN ERI AMC CIP
NaY - - - - - = -
Cug,05Y - - - - - . ;
Zno,0sY - = o - - - .
Ago,01Y + o+ - -+ - -  + + o+
Zno,05Ag0,01Y + + - - + - - - + + + +
Ago,001Y + + - - - - - - + + + +
Ago,002Y + o+ - - - - - - + o+ + +
ZnoosAgooY!  + 4 - 5 + - - , + o+ 4 +
Ago,01A + o+ - -+ - - O+ + o+
AgooZSM5  +  + - = | 4+ - ==+ w4
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Quanto a S. aureus, apenas alguns nanomateriais permutados com prata - concretamente
Ago,01Y, Zno,0sAg0,01Y, ZNo,05Ag0,01Y""), Ago,01A € Ago,01ZSM-5 - foram mais eficazes que VAN (Tabela XV).
No caso dos nanomateriais monometalicos, apenas o baseado no zeolito Y (Si/Al = 2,40) permutado
com maior quantidade de prata (7,9 %) desencadeou um maior halo de inibicdo que o antibidtico VAN,
ao contrario dos nanomateriais Ago,001Y € Ago002Y, indicando que a quantidade de prata é importante
para a acao antimicrobiana deste nanomaterial e também a disponibilidade da prata como € evidenciado
pela analise de TEM (Figura 15). Os restantes nanomateriais foram menos eficazes contra a estirpe do
que os antibioticos ERI, AMC e CIP (Tabela XV).

Por ultimo, todos os nanomateriais permutados com prata afetam o crescimento de MRSA, ao
contrario dos quatro antibidticos testados que ndao possuem qualquer efeito nesta estirpe (Tabela XllI).
Este resultado torna-se bastante interessante uma vez que se trata de uma bactéria multirresistente aos

antibioticos, mas que é afetada pela acdo dos nanomateriais em estudo.
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O zedlito NaY mostrou ser um bom suporte para permutar um ou dois ides na sua estrutura
porosa. Foram preparados diferentes nanomateriais monometalicos e um bimetalico sendo preservadas
as propriedades estruturais do suporte. Os nanomateriais baseados no zedlito Y foram caracterizados
por diferentes técnicas. As analises por FTIR e XRD confirmam a integridade da estrutura zeolitica apos
a permuta dos ides sugerindo que os metais permutados estao homogeneamente dispersos na estrutura
do zedlito. A analise por TEM corrobora esses resultados. As micrografias de TEM para os nanomateriais
Ago01Y € Zno,05Ag0,01Y mostram que os ides de prata e zinco estao dispersos na estrutura do zedlito NaY,
sendo que a periferia das nanoparticulas de zedlito € mais rica em ambos os metais do que no interior
e ambos 0s metais s@o acessiveis a superficie do zeolito. A analise quimica confirmou a presenca da
prata e de zinco nos nanomateriais preparados.

Os ensaios antimicrobianos foram realizados com o0s nanomateriais preparados em
concentracdes de 0,2 a 2 mg/mL. Para cada nanomaterial foi determinado o valor da concentracao
minima inibitéria (MIC) contra cada uma das estirpes microbianas testadas. Foi comprovado que a
presenca de metais confere atividade antimicrobiana a estrutura zeolitica. Para os nanomateriais
monometalicos com Cu e Zn uma concentracdo de 2 mg/mL n&o foi suficiente para inibir totalmente o
crescimento de todos os microrganismos testados e o mesmo aconteceu para 0 nanomaterial
monometalico com Ag e o bimetalico contra as duas leveduras testadas. Porém, Ago 1Y € Zno,0sAgo,01Y
mostraram-se eficazes contra as bactérias £. colie S. aureus inibindo completamente o crescimento
microbiano as concentracdes de 0,2 e 0,5 mg/mL, respetivamente. Assim, pode concluir-se que estes
nanomateriais a base de prata (mas todos eles de um modo geral) tém mais atividade antibacteriana
que antifungica.

Os nanomateriais mais eficazes contra £. coli foram Agoo1Y € Zno,0sAgo01Y uma vez que foi
observada uma diminuicao significativa de UFC ao longo do tempo, nao se observando crescimento apds
40 minutos de incubacéo com os nanomateriais. Zno,osY € Cug,osY afetaram também o crescimento de
E. coli ja em S. aureus s6 apdés 20 e 40 minutos, respetivamente, se detetou algum efeito. O
nanomaterial bimetalico Zno,05Ago,01Y mostrou-se também significativamente eficaz contra S. aureus mas
0 mesmo nao se verificou com Agp01Y, ndo se podendo concluir com clareza o seu efeito. De acordo
com estes resultados, a bactéria Gram-negativa £. coli mostrou-se mais sensivel aos nanomateriais do
gue a bactéria Gram-positiva S. aureus.

No caso das leveduras S. cerevisiae e C. albicans, apenas 0s nanomateriais com prata afetaram

de algum modo o seu crescimento: Ago,01Y € Zno,05Ago,01Y inibiram o crescimento de S. cerevisiae de
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forma significativa a partir de 8 h de incubacéo enquanto que em C. albicans se verifica uma diminuicao
significativa apos 6 h incubacao com Agp,01Y € apos 8 h de incubacdo com Zno,05Ag0,01Y.

Com o método de difusdo em disco foi possivel comparar o comportamento de todos os
nanomateriais preparados e o comportamento de outros nanomateriais com diferentes quantidades de
prata e/ou estrutura zeolitica com a finalidade de comprovar se o efeito antimicrobiano estara
dependente da quantidade de prata na estrutura. Tal como esperado, 0s nanomateriais de cobre e zinco
ndo surtiram qualquer efeito contra as estirpes de levedura e bactéria testadas ao contrario dos
nanomateriais com prata. Comparando as duas leveduras, verificou-se que os didametros observados
para S. cerevisiae foram ligeiramente superiores aos diametros de C. albicans.

Foi comparada a acédo das bactérias £. col S. aureus e MRSA com os antibioticos VAN, ERI,
AMC e CIP. Alguns dos nanomateriais testados exerceram maior efeito antimicrobiano que os
antibioticos. Os nanomateriais com prata tiveram uma maior acdo contra £. co/i do que os antibioticos
VAN e ERI aos quais é resistente. Ja para S. aureus, apenas 0s hanomateriais Ago,001Y € Ago002Y foram
menos eficazes que o antibidtico VAN ao qual é suscetivel, ao contrario do que se verificou com todos os
restantes nanomateriais a base de prata. Este resultado permite concluir que o efeito dos nanomateriais
pode estar dependente da quantidade de prata sendo necessaria uma quantidade mais elevada para
maior atividade que este antibidtico, pelo menos nesta estirpe. Por fim, todos os nanomateriais de prata
foram mais eficazes contra a bactéria MRSA do que os antibidticos testados (aos quais esta bactéria é
resistente) devido a sua capacidade de resisténcia a antibioticos sendo indicada pela OMS como alta
prioridade para o desenvolvimento de novos farmacos. Assim, este resultado revela-se de extrema
importancia uma vez que pode levar ao desenvolvimento de solucées que possam ser usadas na
prevencao e combate a esta estirpe.

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que os nanomateriais de prata foram os
nanomateriais mais eficazes contra os microrganismos em estudo sendo por vezes mais eficazes do que

os antibiodticos.
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