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RESUMO

Nanomateriais exibem propriedades que se aplicam nas mais variadas areas, entre estas, na area da saude
e agricola, nas quais as pesquisas vém aumentando progressivamente. Neste trabalho sintetizamos
nanoparticulas de silica ndo porosas dopadas com 6xido de cobre (CuO) usando método de Stéber com
pequenas modificacbes. Em adicdo, a atividade antimicrobiana destes compostos contra Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Candida albicans foi avaliada. Primeiramente, o nanomaterial foi caracterizado
por difracdo de raios-X para identificacdo da fase CuO na matriz de silica, e espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier identificando as principais bandas do SiO, e a funcionalizacéo
do CuO. Por fim, a morfologia das particulas foi observada por microscopia eletrénica de varredura a
qual mostrou formagdo de nanoparticulas esféricas com tamanho aproximado de 70 nm. As
nanoparticulas de silica dopadas com CuO mostraram eficiéncia na inibicdo dos trés tipos de
microrganismos testados neste trabalho, formando halos de inibi¢do entre 19,0 e 25,0 mm. Nos ensaios de
adsorcdo usando azul de metileno, foi possivel observar que a presenca de CuO na superficie das
nanoparticulas de silica modificou as caracteristicas de adsor¢do, aumentando a capacidade € a cinética de
adsorcdo e desta forma mostrando ser um nanomaterial com caracteristicas interessantes para aplicacdes
na agricultura e em diferentes &reas da saude.

Palavras-chaves: nanomateriais, nanoparticulas de silica dopadas, 6xido de cobre, atividade
antimicrobiana, adsorcé&o.

ABSTRACT

Nanomaterials exhibit properties that apply in a wide range of area, including health and agriculture,
where research is progressively increasing. In this work we synthesize non-porous silica nanoparticles
doped with copper oxide (CuO) using Stober's method with small modifications. In addition, the
antimicrobial activity of these compounds against Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Candida
albicans was evaluated. First, the nanomaterial was characterized by X-ray diffraction to identify the CuO
phase in the silica matrix, and Fourier transform infrared spectroscopy identifying the main SiO, vibration
bands and the CuO functionalization. Finally, the particle morphology was observed by scanning electron
microscopy which showed formation of spherical nanoparticles size ~70 nm. CuO-doped silica
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nanoparticles showed efficiency in the inhibition of the three types of microorganisms tested in this work,
forming inhibition halos between 19.0 and 25.0 mm. In the adsorption tests using methylene blue, it was
possible to observe that the presence of CuO on the surface of the silica nanoparticles modified the
adsorption characteristics, increasing the adsorption capacity and kinetics and thus showing to be a
nanomaterial with interesting characteristics for applications in the agriculture and in different areas of
health.

Keyword: Nanomaterials; doped silica nanoparticles; copper oxide; antimicrobial activity; adsorption.

1. INTRODUCAO

Nanomateriais vém despertando interesse devido as propriedades que adquirem em decorréncia da grande
area superficial na escala em que se encontram. As nanoparticulas metalicas sdo avaliadas em diversas
areas de aplicacdo, atuando como catalisadores [1-4], carreadores de farmacos [5-7], anti-inflamatérios
[8] propriedades dpticas [9] e com potencial antimicrobiano [10, 11]. J& é de conhecimento cientifico que
prata e cobre apresentam atividade contra microrganismos, atuando como agentes antimicrobianos [12—
18], porém esses nanomateriais metalicos sdo instaveis tendendo com o tempo a formarem dxidos para
adquirirem estabilidade termodinamica, o que torna importante o estudo da atividade antimicrobiana para
os seus estados oxidados, com finalidade de averiguar a permanéncia das propriedades originais. Oxidos
metalicos nanoparticulados com atividade catalitica e antimicrobiana, como é o caso de ZnO, TiO, e
CuO, apresentam maior estabilidade quando comparados com materiais organicos e nanometalicos, sendo
estes 6xidos térmicos e quimicamente inertes.

Oxido de cobre é um conhecido semicondutor do tipo p possuindo aplicacdes foto-elétrica [19],
fotocatalitica [20] e também atividade antimicrobiana [21, 22] podendo agir como fungicida em
aplicacdes na agricultura [23] de forma isolada ou juntamente com zedlitas [24], além de ser um material
mais barato que a prata. Nanoparticulas de CuO podem também atuar como biosensores na deteccéo de
fungos, como no caso do Aspergillus niger [25].

Quando se pensa em aplicacbes de nanomateriais a agdo esperada ndo depende somente das
particulas que realizam esta fun¢do, mas também do tipo de suporte empregado com finalidade de
potencializar suas propriedades [3, 4, 26]. Foi demonstrado que suportes de carbono Vulcan e de
nanotubos de carbono tiveram papel significativo na atividade catalitica aplicadas em células a
combustivel devido a grande area superficial aliada aos elétrons dispostos na superficie desses suportes
[27].

Além dos nanomateriais a base de carbono, nanoparticulas de silica tém atraido a atengdo para
aplicacdo como suporte. S8o consideradas nano reservatorios podendo adquirir morfologias variadas
aplicadas na &rea médica como nanocarreadores de biomoléculas [6, 28, 29] e na agricultura atuando
como nanopesticidas, nanoherbicidas e nanofertilizantes quando funcionalizadas [30-32]. Por serem
inertes, robustas, de facil obtencdo e possuindo alta area superficial, nanoparticulas de silica sdo 6timos
substratos para serem usados como suportes e para reduzir a por¢do quimica dos principios ativos. Em
adicdo, podem atuar como adsorventes com potencial aplicacdo na remocdo de corantes e determinagdo
do azul de metileno [33] ou na remog¢do de contaminantes de solos. Além das funcdes relevantes de
adsorcdo podem ainda serem imobilizadas em tecidos resultando em hidrofobicidade [34-36]. Nesse
trabalho as nanoparticulas de silica dopadas com Oxido de cobre foram devidamente sintetizadas e
caracterizadas para a avaliacdo da sua atividade antimicrobiana e do efeito na adsortividade com o
objetivo de obter multifuncionalidade deste composto nas aplicacbes em diferentes &reas da saude e
agricola, tanto na atuacdo contra microrganismos quanto na capacidade de retencédo e liberacdo lenta de
compostos quimicos.

2. MATERIAIS E METODOS

Para o estudo deste trabalho foram utilizados os seguintes reagentes: Ortossilicato de tetraetilo (TEOS)
adquirido da Sigma Aldrich (St. Louis, Estados Unidos), etanol absoluto fornecida pela Synth (Séo Paulo,
Brasil), hidroxido de aménia fornecido pela Quimica Moderna (S&o Paulo, Brasil), cloreto de cobre
dihidratado fornecido pela Vetec (Rio de Janeiro, Brasil), azul de metileno (AM) fornecido pela Lafan
Quimica Fina (S8o Paulo, Brasil). Para os ensaios microbiol6gicos, 0os meios de cultura necessarios
foram: Plate Count Agar (PCA), Saboraud Dextrose Agar (SDA), caldo Luria-Bertani (LB) e caldo Brain
Heart Infusion (BHI) da Himedia Laboratories (Mumbai, India). Os microrganismos Staphylococcus
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aureus (ATCC 27853), Escherichia coli (ATCC 25922) e Candida albicans (ATCC 10231) foram
adquiridos da Newprov (Parand, Brasil).

2.1 Sintese de nanoparticulas de silica

Para a sintese de nanoparticulas de silica foi usado o método adaptado de Stdber [37, 38]. Foram
preparadas duas solu¢cdes nomeadas A e B. Para A, foram misturados 8,1 ml de TEOS com 13,7 ml de
etanol. Na solugdo B, foram misturados 13,7 ml de etanol, 53,0 ml de agua destilada e 0,2 ml de
hidroxido de amonia. Em um erlenmeyer colocou-se a solugdo A e posteriormente adicionou-se
rapidamente a solugdo B. A mistura permaneceu sob agitacdo rigorosa em temperatura ambiente por 24 h.
O material foi entdo centrifugado e lavado com agua e etanol por trés vezes e posteriormente foi secado
em estufa a 80°C.

2.2 Sintese de nanoparticulas de silica dopadas com CuO

Na sintese das nanoparticulas de silica dopadas seguiu-se a mesma metodologia descrita na se¢ao anterior
salvo a adi¢do de 0,620g (propor¢do 1:10 molar em relacdo ao TEOS) de cloreto de cobre dihidratado na
solucédo B e o pH foi corrigido com hidroxido de aménia permanecendo entre 11 e 12. Em seguida, a
mistura foi adicionada no erlenmeyer permanecendo sob agitacio vigorosa a temperatura ambiente por 24
h. O material de coloracdo azulada foi centrifugado, lavado com agua e etanol e posteriormente foi secado
em estufa a 80°C.

2.3 Caracterizagao

Para identificacdo da fase cristalina do 6xido de cobre e a fase amorfa da silica, 0 p6 sintetizado foi
analisado por difracdo de raios-X em um equipamento Shimadzu, modelo XRD-6000 (radia¢do Cu Ka A=
0,15405 nm) equipado com filtro de Ni e uma taxa de varredura de 2° por minuto. Na espectroscopia no
Infravermelho (FT-IR) o material foi analisado usando pastilhas de KBr (propor¢do 1:100 massa/massa
do material em relacdo ao KBr) com auxilio de um equipamento Shimadzu, modelo IRPrestige. As
imagens de microscopia eletrdnica de varredura (MEV) foram realizadas em equipamento Leica modelo
Leo-440i para observar a morfologia e tamanho das particulas.

2.4 Atividade antimicrobiana

Para avaliacdo da atividade antimicrobiana das nanoparticulas de silica dopadas com CuO, foi realizado o
teste de difusdo em agar com trés microrganismos: Staphylococcus aureus Escherichia coli e Candida
albicans. Os meios de cultura utilizados para o cultivo microbiano foram LB e PCA para as bactérias
Escherichia coli e Staphylococcus aureus e o meio BHI e SDA para a levedura Candida albicans. Todos
0s materiais utilizados no teste foram esterilizados em autoclave a 121°C por 15 min. Apds crescimento
microbiano nos meios liquidos LB e BHI foram realizadas as suspens6es em escala de MacFarland 0,5, a
fim de se obter uma densidade microbiana de aproximadamente 10% UFC/mL. Em seguida, as suspensées
foram espalhadas em meio de cultura PCA e SDA com auxilio de swab estéril e apds, perfurado dois
pocos (0,9 e 1,0 cm de didmetro interno e externo, respectivamente) em cada meio. Uma porcdo de 0,050
g (£ 0,001 g) das nanoparticulas de silica dopadas com CuO foram adicionados nos pocos e umidificado
com 50uL de &gua destilada. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h e ap0s este periodo foi
verificado o halo inibitério.

2.5 Adsorcéo

O comportamento de adsor¢do das nanoparticulas de silica dopadas foi realizado em temperatura
ambiente (22°C) usando o corante AM e comparado com as nanoparticulas de silica ndo dopadas.
Previamente foi dissolvida em agua destilada uma quantidade de AM adquirindo uma solugdo de
concentragdo igual a 40 mg/L. A concentracdo de AM foi mantida fixa variando a massa do nanomaterial
(50 e 75 mg). O adsorvente foi disperso em 50 ml da solu¢do de AM sob agitacdo vigorosa no escuro por
420 minutos. Num intervalo de tempo de 5 min foi retirado 3 ml da mistura. Em seguida, uma aliquota
desta mistura foi centrifugada por 5 min a 10000 RPM para retirar o adsorvente. A concentra¢do das
aliquotas foi determinada por espectroscopia no UV-Vis (Shimadzu, UV-1800). A capacidade e o
percentual de eficiéncia de adsor¢do dos nanomateriais foram determinados usando respectivamente as
equacdes (1) e (2) [39]:



() . ZANONI, E.T.; CARDOSO, W. A.; BAESSO, AS.; et al. revista Matéria, v.24, n.1, 2019.

Capacidade de adsorgio = (Cy — C,) * (V/m)
% de eficiéncia = (Cy — C;)/Cy * 100

Onde Cy é a concentracgdo inicial de AM (40 mg/L) e C; é a concentragdo no equilibrio t. V é o volume da
solugdo de AM (50 ml) e m a massa do adsorvente (50 e 75 mg).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analise da formagao e composicdo das nanoparticulas

Os resultados de caracterizacdo com FTIR, DRX e MEV foram comparados com nanoparticulas de silica
ndo dopadas, sintetizadas pelo método Stober. A formacdo de nanoparticulas de silica ocorreu pela
hidrolizacdo do TEOS em presenca de etanol catalisada por uma base, que neste caso foi o hidréxido de
amonia. Os estagios de reacdo de formacdo de CuO suportadas nas nanoparticulas de silica podem ser
ilustradas no esquema da Figura 1 e representada pelas reac6es a seguir [38]:

(1) Hidrdlise

Si — [OC;Hs]4 + 4H,0 — Si— (OH)4 + 4C,HsOH
(2) Condensacéo de alcool

Si— (OH)4 + Si— [OC2H5]4 —-=Si-0-Si=+ 4C2H50H
(3) Condensacao de 4gua

Si— (OH)4 + Si — (OH); - =Si- 0 -Si=+4H,0

Apos a hidrolizacdo do TEOS ha formacdo de grupos silandis iniciando a formacdo de silica.
Durante esse processo ocorre a formacao sol-gel que deixa a mistura com aspecto esbranquicado. Nesta
etapa ha formagdo das particulas de silica e quando adicionado o sal de cobre a mistura torna-se
imediatamente azul. Com presenca dos fons de Cu®* os grupos silanéis localizados na superficie da
particula participam da formacdo do 6xido de cobre, observados no FTIR em 1110 cm™ mostrado na
Figura 2, da qual se distingue do espectro da silica ndo dopada, que também apresenta a mesma banda de
vibracdo, porém com menor intensidade. Isso da indicios de que particulas de CuO modificaram a
superficie das particulas de silica interagindo com ligagBes terminais de grupos silan6is aumentando a
intensidade da vibrag&o assimétrica Si-O-Si em 1110 cm™.
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Figura 1: Diagrama esquemético da formag&o de nanoparticulas de silica dopadas com CuO.

Em 3448 cm™ caracteriza vibragdo associada a grupos -OH de 4gua ou silanéis Si-OH [40], em
1640 cm™ vibragdo associada & bandas de -OH de moléculas de 4gua adsorvida na superficie da particula
e em 1110 cm™ banda de vibracéo de estiramento assimétrico de ligagBes Si-O-Si [41]. A presenca de
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CuO pode ser confirmada com as vibracOes de estiramentos de CuO ao longo da direcdo [101] observadas
em alta frequéncia abaixo de 455 cm™ [42].

Si02
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Si-O-Si
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4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
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Figura 2: Espectroscopia no infravermelho de nanoparticulas de silica sem e com presenca de CuO.

No difratograma de raios X, foi identificado a presenga do 6xido de cobre nos angulos 26=32,2° ¢
39,8°, destacados na Figura 3, correspondentes com o cartdo JCPDS n° 45-0937, junto a estrutura amorfa
de silica que aparece em 23,8°. Nanoparticulas de silica amorfas apresentam-se em geral preferiveis
devido a maior area de superficie e por serem menos nocivas a salde humana [43, 44].
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Figura 3: Difratograma de raios-X de nanoparticulas de silica dopadas e ndo dopadas com CuO.

As particulas de silica sem cobre apresentaram formato esférico com tamanho médio de 70 nm,
como mostrado na figura 4A e 4C confirmando a formacdo de nanoparticulas de silica. Na mesma
imagem, na figura 4B se apresentam de forma aglomerada nanoparticulas de silica dopadas com CuO.



) . ZANONI, E.T.; CARDOSO, W. A.; BAESSO, AS.; et al. revista Matéria, v.24, n.1, 2019.

SEI 15.0kV 000 WD 7.9mm 1um SEI 15.0kV  X20000 WD 7.9mm 1um

Figura 4: Microscopia eletronica de varredura com ampliagdes de 20,000X de (A) nanoparticulas de silica néo
dopadas com CuO, (B) nanoparticulas de silica dopadas com CuO e (C) ampliagdo de 60,000X para nanoparticulas
de silica ndo dopadas.

3.2 Atividade antimicrobiana

As nanoparticulas de silica dopadas de CuO foram eficientes com os trés microrganismos testados,
observando zonas de inibicdo ao redor do material, como mostrado na Figura 5. Os valores dos didmetros
da zona de inibigdo das nanoparticulas para os trés microrganismos estdo descritos na Tabela 1, sendo que
a bactéria E. coli apresentou maior sensibilidade do que os outros microrganismos testados.

O mecanismo da inibicdo antimicrobiana pode ocorrer devido a formagdo de peroxidos e radicais
livres formados nas superficies das nanoparticulas de CuO que aderem na membrana celular do
microrganismo [45]. Por outro lado, outro mecanismo proposto é resultante da liberagdo de ions de Cu,
que atravessa a membrana celular do microrganismo desorganizando e causando danos na sua estrutura
celular [46].

Figura 5: Zona de inibicdo de nanoparticulas de silica dopadas com CuO para (A) Escherichia coli (B)
Staphylococcus aureus e (C) Candida albicans.

Tabela 1: Zona de inibic&o de nanoparticulas de silica dopadas com CuO nos trés microrganismos.

Microrganismo Zona de inibicé@o (mm)
Escherichia coli 25,0
Staphylococcus aureus 19,5

Candida albicans 19,0
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3.3 Analise de adsorgao

Os ensaios de adsorcdo demonstraram que a presenca de CuO alterou de forma significativa o
comportamento na adsortividade do AM. As nanoparticulas de silica dopadas com CuO tiveram maior
capacidade de adsor¢do quando comparadas com a silica ndo dopadas, podendo ser verificado na Figura
6A e 6C para as massas de 50 mg e 75 mg, nomeadas como SiO2/CuO-50mg e SiO2/CuO-75mg,
respectivamente.

A cinética de adsorcdo também foi modificada, sendo que com presenca de CuO a adsor¢do do
AM foi mais réapida atingindo a saturagdo e apés um periodo breve iniciando um processo de dessorgao,
liberando AM na solucdo e diminuindo qt até estabilizar por volta de 20 mg/g. Ja para a silica, o
comportamento de adsortividade aumenta gradativamente oscilando até estabilizar por volta de 10 mg/g.
Em relacdo a eficiéncia, as nanoparticulas dopadas tiveram melhor desempenho chegando a 95% de
remocdo quando disperso 75 mg do nanomaterial em 50 ml do AM na concentracdo estabelecida no
experimento (40 mg/L) e por efeito de dessor¢do, diminuindo com o tempo até estabilizar por volta de
65%.

X S0mg B
35 100
¢ ~+-Si02/CuO é 90 --S5i02/CuO
30 | .
““\‘ sio2 S si02
i 33
—~2 — s
=0 \\’ e £ o0
%D;O ‘ e —* SER 8 &
i
(a2 T 10
%, | 2]
10 @ 30 |
5 8
10
0 L
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
¢ Tempo (min) 75 g Tempo (min)
m D
30 - 100
+ Si02/CuO = ” ~+-Si02/CuO
Ik Skl S0 e Y $i02
25 5102 =
> M0 o 80 ‘ == :
° L34 T
?DZO * g 70 —~—_ G
?D * - g 60 T oy
ks
g1 * * 5 50
D
= = 0
10 =
=y g 30
2 % 20
& 10 ’
==
0« 0
0 S0 100 150 200 250 300 350 400 450 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
Tempo (min) Tempo (min)

Figura 6: Cinética e eficiéncia na adsorcdo de AM para nanoparticulas de SiO,/CuO e SiO, com 50 e 75 mg em
concentracéo fixa (40 mg/L) de AM: (a - ¢) comparagdo da cinética de adsor¢do; (b - d) comparacéo de eficiéncia na
adsorcdo do AM.

Com os espectros no infravermelho apresentado na Figura 7, as bandas de estiramento Si-O-Si
reduziram conforme a capacidade de adsor¢do aumentou, para as amostras SiO2/CuO-50mg e SiO2/CuO-
75mg. Isso indica que grupos derivados de silanos tém participa¢do no mecanismo de adsor¢do do AM. A
presenca do AM foi observada com o surgimento da banda em 2941 e 2890 cm™ associadas ao
estiramento de C-H aromatico e em 1400 cm™associado ao CH,. Em relagdo a presenca do CuO, o
espectro da Figura 8 indica que as bandas associadas a0 CuO em 350 cm™ desaparecem ap6s a adsorcao.
Isso d& indicios de que as particulas do 6xido de cobre presentes na superficie da nanoparticula de silica
também atuam na adsor¢do, explicando a mudanga da cinética.
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Figura 7: A esquerda os espectros no infravermelho sobrepostos de nanoparticulas de silica dopadas e néo dopadas

com CuO apds a adsorcdo. Na direita uma regido selecionada do espectro detalhando a interagdo entre ligacdo Si-O-
Sieo AM.
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Figura 8: Regiéo no espectro do infravermelho sobrepostos das nanoparticulas de silica dopadas com CuO antes e
apos a adsorcdo do AM detalhando o desparecimento da banda associado a vibragdo de estiramento do CuO.

O azul de metileno é um corante catidnico que possui forma planar preferindo uma adsorcéo em
monocamada [47]. A forte interacdo do adsorvato-adsorvente proveniente da presenca de grupos
catibnicos contribui para o comportamento adsortivo e pela nanoparticula de silica ter caracteristica
hidrofobica, tem uma interagdo menor com o solvente. Quando dopadas, a presenca de pontos
aglomerados de CuO e de fons Cu?* perturba o equilibrio fazendo com que haja maior atracdo ionica da
superficie do nanomaterial com as moléculas do adsorvato. Por ter uma caracteristica idnica, a
hidrofobicidade diminui permitindo com que haja uma competicdo entre o adsorvato e o solvente na
disputa de ocupar um sitio ativo, o que poderia explicar o processo de dessor¢do prolongada.

4. CONCLUSAO

Foram sintetizadas nanoparticulas de silica dopadas com CuO pelo método Stdber de tamanho inferior a
100 nm. O nanomaterial apresentou eficiéncia contra os trés microrganismos estudados neste trabalho,
indicando possivel potencial para aplicagdes em diferentes areas da salde agindo contra microrganismos
patogénicos. A presenca de CuO na superficie das nanoparticulas de silica modifica a capacidade de
adsorcdo aumentando a cinética e chegando a saturacdo rapidamente. As nanoparticulas de silica
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executam apos a adsorcao, fendbmeno de dessorcao, liberando de forma lenta o azul de metileno para o
meio. Isso demonstra potencial aplicagdo multifuncional na agricultura como substéncia adsorvente, que
retém contaminante ou na adsorcdo de suplementos, seguido posteriormente de liberacdo lenta e
controlada melhorando a qualidade de solos e plantios.
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