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RESUMO 

 Novas tecnologias de embalagens de alimentos são desenvolvidas como respostas 

as demandas do consumidor e da produção industrial para comercialização de alimentos 

mantendo o frescor e o sabor, com prazos de validade prolongados, sem perder a 

qualidade e a garantia de um alimento seguro. Mudanças nas práticas de varejo e estilo 

de vida dos consumidores são grandes desafios para a indústria de embalagens na 

produção dessas inovações na área. O uso de antimicrobianos em embalagens, em 

especial os óxidos metálicos podem ser eficazes para inibir ou retardar o crescimento de 

microrganismos, possibilitando assim um maior tempo de prateleira dos alimentos. O 

objetivo principal desse trabalho foi sintetizar, caracterizar e testar a atividade 

antimicrobiana de nanopartículas de óxido de zinco, óxido de cobre e prata em bactérias 

Gram-positivas (Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis) e Gram-negativas 

(Escherichia coli e Salmonella typhimurium). Para a síntese das nanopartículas de ZnO 

foram realizados os métodos de precipitação e sonoquímica (ultrassom), para as de CuO 

além destes métodos, realizou-se também a síntese por hidrotermal e para as de Ag por 

precipitação. A prata, considerada um antimicrobiano universal, foi utilizada como 

parâmetro de comparação nos estudos, por isso a realização apenas da síntese mais 

tradicional, por precipitação. As caracterizações realizadas para as nanopartículas foram 

a Difração de Raios X (DRX), a Espectroscopia na região Infravermelho com 

Transformada de Fourier (FTIR), a Microscopia Eletrônica de Varredura com Fonte de 

Emissão de Campo (FEG) e o Potencial Zeta. A avaliação da atividade antimicrobiana 

foi realizada por meio do teste de difusão em ágar (análise qualitativa) e o teste de agitação 

em frasco (análise quantitativa). Este último foi realizado para as bactérias que mostraram 

maior inibição do teste de difusão, S. aureus e E. coli, e para as sínteses que obtiveram 

menores nanopartículas, sendo a de ultrassom para ZnO, ultrassom 2 h para CuO e 

precipitação para Ag. A espessura das nanopartículas (NPs) foram entre 10 a 40 nm. No 

teste de difusão as ZnONPs mostraram halos de inibição para a bactéria S. aureus (12 mm 

e 14 mm ± 0,05) e E. faecalis (5 mm ± 0,05); as CuONPs formaram halos para S. aureus 

(6,6 a 9,6 mm ± 0,05)  e levemente para E. coli (4,5 a 5,2 mm ± 0,05); já para as AgNPs, 

houve a formação de halos de inibição em todas as bactérias, S. aureus (12,4 mm ± 0,05); 

E. faecalis (9,7 mm ± 0,05); E. coli (8,6 mm ± 0,05) e Salmonella (8,1 mm ± 0,05). 

Enquanto no teste de agitação em frasco para S. aureus as nanopartículas obtiveram uma 

inibição de aproximadamente 100% em relação ao controle com uma concentração por 

volta de 200 μg/ml para CuONPs e AgNPs e a 350 μg/ml para ZnONPs. Para E. coli com 

a maior concentração estudada para todas as NPs, 500 μg/ml, foi possível uma inibição 

por volta de 90% em relação ao controle. A atividade antimicrobiana das nanopartículas 

utilizadas mostraram maior inibição para as bactérias Gram-positivas em relação as 

Gram-negativas. De acordo com os estudos realizados, as nanopartículas testadas (ZnO, 

CuO e Ag) mostraram-se como potenciais agentes antimicrobianos. Elas podem ser 

consideradas de grande importância com o propósito de investir em processos que 

retardam/inibem o crescimento bacteriano, com potencial de aplicação embalagens 

antimicrobianas para o armazenamento de alimentos.  

Palavras chaves: Bactérias;  Embalagens; Nanomateriais; Óxidos metálicos; Potencial 

antimicrobiano. 



 

ABSTRACT 

 New food packaging technologies has been developed as responses to the 

demands of the consumer and industrial production for food marketing maintaining 

freshness and flavor, with long expiration date, without compromising the quality and 

guarantee of a safe food. Changes in retail practices and consumer lifestyles are major 

challenges for the packaging industry in producing these innovations in this area. The use 

of antimicrobials in packages, in particular metal oxides, can be effective in inhibiting or 

retarding the growth of microorganisms, thus enabling a longer expiration date of foods. 

The main objective of this work was to synthesize, characterize and test the antimicrobial 

activity of zinc oxide, copper oxide and silver nanoparticles in Gram-positive 

(Staphylococcus aureus and Enterococcus faecalis) and Gram-negative bacteria 

(Escherichia coli and Salmonella typhimurium). For the synthesis of ZnO nanoparticles 

the precipitation and sonochemistry (ultrasound) methods were performed, for CuO, 

besides these methods, hydrothermal and Ag precipitation were also performed. Silver, 

considered a universal antimicrobial, was used as a benchmark in the studies, and 

therefore only the most traditional synthesis (precipitation). The characterizations 

performed for the nanoparticles were X-Ray Diffraction (XRD), Fourier-transform 

infrared Spectroscy (FTIR), Scanning Electron Microscopy with Field Emission Source 

(FEG) and Zeta Potential. The evaluation of the antimicrobial activity was performed 

through the agar diffusion test (qualitative analysis) and the bottle agitation test 

(quantitative analysis). The latter was performed for the bacteria that showed greater 

inhibition of the diffusion test, S. aureus and E. coli, and for the syntheses that obtained 

smaller nanoparticles, being the ultrasound for ZnO, ultrasound 2 h for CuO and 

precipitation for Ag. The thickness of the nanoparticles (NPs) were between 10 and 40 

nm. In the diffusion test the ZnONPs showed inhibition halos for S. aureus (12 mm and 

14 mm ± 0,05) and E. faecalis (5 mm ± 0,05); the CuONPs formed  halos for S. aureus 

(6.6 to 9.6 mm ± 0.05) and slightly for E. coli (4.5 to 5.2 mm ± 0.05);  for AgNPs, 

inhibition halos were formed in all bacteria, S. aureus (12.4 ± 0.05); E. faecalis (9.7 mm 

± 0.05); E. coli (8.6 mm ± 0.05) and Salmonella (8.1 mm ± 0.05).While in the bottle shake 

test for S. aureus the nanoparticles obtained about 100% inhibition relative to the control 

at a concentration of  about 200 μg / ml for CuONPs and AgNPs and at 350 μg / ml for 

ZnONPs. For E. coli with the highest studied concentration for all NPs, 500 μg / ml, it 

was possible an inhibition around 90% related to the control. The antimicrobial activity 

of the nanoparticles used showed greater inhibition for Gram-positive bacteria compared 

to Gram-negative bacteria. According to the studies performed, the nanoparticles tested 

(ZnO, CuO and Ag) were shown to be potential antimicrobial agents. They can be 

considered of great importance for the purpose of investing in processes that retard / 

inhibit bacterial growth, with the potential of applying antimicrobial packaging for food 

storage. 

 

Key Words: Bacteria; Packaging; Nanomaterials; Metallic oxides; Antimicrobial 

potential. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

  O mercado para o desenvolvimento de novas tecnologias de embalagens de 

alimentos está voltado para as demandas do consumidor e tendências da produção 

industrial, com o objetivo da comercialização de alimentos com prazos de validade 

prolongados, sem perder a qualidade e a segurança alimentar. Mudanças nas práticas de 

varejo e estilo de vida dos consumidores são grandes desafios para a indústria de 

embalagens na produção dessas inovações na área (CHA e CHINNAN, 2004; DAINELLI 

et al., 2008). (LACOSTE et al., 2005; ASSIS, 2012).  

  Durante o transporte e armazenamento, os alimentos são expostos a condições que 

podem alterar sua qualidade. A causa mais comum de sua deterioração é o crescimento 

de microrganismos na superfície dos alimentos (ORTS et al., 2005). O crescimento 

microbiano pode ser controlado por meio da incorporação de agentes antimicrobianos nas 

embalagens, como exemplo, a incorporação de nanopartículas em filmes.  

  O uso da nanotecnologia como alternativa na manutenção da qualidade e 

incremento da vida útil dos alimentos é promissor, em especial com a utilização de 

embalagens ativas (AZEVEDO, 2012).  

  Em sua grande maioria, materiais inorgânicos antibacterianos são nanopartículas 

metálicas e nanopartículas de óxidos metálicos, como prata, óxido de cobre e óxido de 

zinco (ESPITIA et al., 2012). 

 O efeito bactericida das nanopartículas metálicas tem sido relacionado ao seu 

pequeno tamanho, elevada relação superfície / volume, permitindo interagir com as 

membranas microbianas. Os primeiros relatos do óxido de zinco (ZnO) como agente 

antimicrobiano começaram na década de 1950, sendo atualmente um dos cinco 

compostos de zinco reconhecido como seguro pela U.S. Food and Drug Administration. 

O óxido de zinco é um antimicrobiano promissor devido à sua atividade contra uma vasta 

gama de microrganismos (ESPITIA et al., 2012). Estudos com nanopartículas de óxido 

de cobre (CuO) mostraram-se favoráveis como agentes bactericidas (RUPARELIA et al., 

2008). As propriedades antimicrobianas das nanopartículas de prata são consideradas 

universais devido há muitas pesquisas na área (DURAN et al., 2016). Vale ressaltar, no 

entanto, o risco de exposição dos consumidores à migração de nanopartículas para os 

alimentos (BECARO et al., 2015). 

 Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi o de sintetizar nanopartículas 

de óxido de zinco, óxido de cobre e prata, caracterizá-las estruturalmente e 
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morfologicamente e avaliar o potencial antimicrobiano de cada uma delas contra bactérias 

consideradas potenciais patógenos, dentre elas Gram-positivas (Staphylococcus aureus e 

Enterococcus faecalis) e Gram-negativas (Escherichia coli e Salmonella typhimurium), 

com o propósito de investir em processos que retardam/inibam o crescimento de 

microrganismos em alimentos, como por exemplo o desenvolvimento de embalagens 

antimicrobianas com essas nanopartículas. Dentre as principais contribuições desse 

desenvolvimento estão as estratégias nanotecnológicas para melhorar a conservação de 

frutas e hortaliças, aumentando a vida útil dos alimentos; assegurar a qualidade do 

produto; minimizar perdas de alimentos; melhorar a aparência; aumentar a 

comercialização devido um consumidor mais satisfeito e assim proporcionar ganhos para 

a cadeia produtiva e de consumo. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Nanotecnologia e Nanopartículas 

 

 A nanotecnologia oferece abordagens únicas para controlar uma ampla variedade 

de processos biológicos e médicos que ocorrem em um comprimento de nanômetro e 

acredita-se ter um impacto bem-sucedido na biologia e medicina (ZANDONELLA, 

2003). O campo da nanotecnologia é uma das áreas de pesquisa mais ativas na ciência 

moderna dos materiais (YOUSEF; DANIAL, 2012). Esta tecnologia é capaz de fornecer 

diversas aplicações inovadoras que vão desde compostos de tecido inovadores, 

processamento de alimentos e produção agrícola até técnicas medicinais sofisticadas 

(SAHOO, 2010). 

 O prefixo “nano” está relacionado a uma escala de medida em que um nanômetro 

representa um bilionésimo do metro ou um milionésimo do milímetro, ou seja, é uma área 

da ciência relacionada à aplicação de partículas ou interfaces com ao menos uma 

dimensão na escala de 1 a 100 nm (1 nm é correspondente a 10-9 m). A faixa 

correspondente aos nanomateriais é a mesma em que se encontram algumas moléculas, 

como a hemoglobina, e estão a uma escala inferior as dimensões celulares, como por 

exemplo, a bactéria Escherichia coli (Figura 1). Estruturas nessa escala apresentam 

propriedades funcionais únicas não encontradas na escala macro (CHAU et al., 2007; 

GOESMANN; FELDMANN, 2010; SAHOO et al., 2007).   
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Figura 1: Representação de uma escala de comprimento para contextualização de nanomateriais 

(modificado de GOESMANN e FELDMANN, 2010). 

 

 O advento desta área de pesquisa proporcionou muitas oportunidades para o 

desenvolvimento de materiais com novas propriedades para o uso como agentes 

antimicrobianos. Ao longo da última década percebeu-se um aumento no interesse em 

materiais inorgânicos com tamanhos na escala nano. Estes materiais apresentam forte 

atividade antibacteriana em baixas concentrações devido à sua alta relação superfície / 

volume (RAI et al., 2009). Eles também são mais estáveis em condições extremas, como 

altas temperaturas e pressões (SAWAI, 2003). A maioria dos materiais inorgânicos 

antibacterianos são nanopartículas metálicas e nanopartículas de óxidos metálicos como 

óxido de cobre, óxido de titânio e óxido de zinco (ESPITIA et al., 2012). 

 Nanopartículas (NPs) de óxidos metálicos representam uma nova classe de 

materiais importantes que estão cada vez mais desenvolvidos para uso em pesquisas e 

aplicações relacionadas à saúde. Vários estudos no campo da nanotecnologia, 

particularmente em relação a capacidade  do desenvolvimento de  materiais 

nanoparticulados, voltaram-se  para o uso destes materiais como agentes bactericidas 

eficazes (JONES et al., 2008). As nanopartículas exibem propriedades completamente 

novas ou melhoradas com base em características específicas, como tamanho, 

distribuição e morfologia (JAIN et al., 2009). 
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 O tamanho reduzido da nanopartícula pode modificar suas características 

químicas, mecânicas, propriedades elétricas, estruturais, morfológicas e ópticas. Esses 

recursos modificados permitem que as NPs interajam em uma maneira única com 

biomoléculas celulares e, assim, facilitar a transferência física de NPs nas estruturas 

celulares internas (RASMUSSEN et al., 2010). 

 A prevenção e o controle de doenças bacterianas são de extrema importância, 

principalmente devido a capacidade das bactérias de desenvolver resistência aos agentes 

antimicrobianos. No entanto, estudos estão sendo voltados para o desenvolvimento de 

agentes com maior potencial antimicrobiano, como as nanopartículas de óxido metálico, 

para controlar a proliferação bacteriana (PADMAVATHY; VIJAYARAGHAVAN, 

2008; REDDY et al., 2014). 

 

2.1.1 Óxido de Zinco 

 

 O óxido de zinco (ZnO) é um composto inorgânico, muito utilizado em aplicações 

cotidianas. Atualmente é um material reconhecido como seguro (GRAS- 

Generally Recognized As Safe) pela Food and Drug Administration (FDA, 2011).  Como 

um aditivo alimentar, é a fonte de zinco mais comumente utilizada na fortificação de 

alimentos à base de cereais (XIE et al., 2011). A chegada da era da nanotecnologia 

impulsionou o desenvolvimento de materiais com novas propriedades para uso como 

agentes antimicrobianos.  O ZnO como nanomaterial mostrou propriedades 

antimicrobianas e aplicações potenciais em preservação de alimentos (ESPITIA et al., 

2012).  

 Devido às suas propriedades antimicrobianas, o ZnO foi incorporado aos 

revestimentos de latas de alimentos, em embalagens para carne, peixe, milho e ervilhas 

para preservar as cores e evitar a deterioração (XIE et al., 2011). 

 No início da década de 1950 iniciaram-se os estudos relacionados ao efeito 

antimicrobiano do ZnO. Mas somente em 1995 o uso do ZnO como agente 

antimicrobiano foi evidenciado, período em que Sawai e colaboradores descobriram que 

alguns compostos, como MgO, CaO e ZnO apresentaram atividades antimicrobianas 

contra algumas cepas bacterianas (SAWAI, 2003; SAWAI et al., 1997; SAWAI et al., 

1998). 
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 A atividade antibacteriana de nanopartículas de óxido de zinco (ZnONPs) recebeu 

interesse significativo em todo o mundo, em particular pela implementação da 

nanotecnologia para sintetizar partículas na região do nanômetro. ZnO é um material bio-

seguro que possui ações foto-oxidante e fotocatalítica em espécies químicas e biológicas 

(SIRELKHATIM et al., 2015).  

 O exato mecanismo de ação das nanopartículas de ZnO ainda não é totalmente 

compreendido (Figura 2). Porém, a atividade antimicrobiana dessas NPs é atribuída a 

vários mecanismos, como: a liberação de íons antimicrobianos; a interação das NPs com 

o microrganismo danificando a integridade da célula bacteriana e a formação de radicais 

livres ROS (Reactive Oxidative Species- espécies reativas de oxigênio) pelo efeito da 

radiação, como o ânion superóxido - O2
- e radical hidroxila - OH- (JALAL et al., 2010; 

KASEMETS et al., 2009; ZHANG et al., 2008). 

 As atividades funcionais (químicas, catalíticas ou biológicas) das nanopartículas 

são fortemente influenciadas pelo tamanho das partículas (LEWIS; KLIBANOV, 2005; 

ROSI; MIRKIN, 2005). Os possíveis mecanismos antimicrobianos das suspensões de 

partículas de ZnO são: mecanismo físico, anexando-se às paredes celulares bacterianas 

diretamente, mecanismo biológico ao interagir com os componentes da parede celular e 

mecanismo químico produzindo espécies reativas de oxigênio (ZHANG et al., 2007). 

 

                 
Figura 2: Diferentes mecanismos de ação das nanopartículas de ZnO (Fonte: ESPITIA, 2012). 
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2.1.2 Óxido de cobre  

 

 O óxido de cobre (CuO) (óxido de cobre (II) ou óxido cúprico) é um semicondutor 

composto com uma estrutura monoclínica. CuO atraiu atenção particular porque é o 

membro mais simples da família de compostos de cobre e exibe uma gama de 

propriedades físicas, como a supercondutividade de alta temperatura, efeitos de 

correlação eletrônica e dinâmica de rotação (AHAMED et al., 2014; CAVA, 1990; 

TRANQUADA et al., 1995). 

 O CuO é mais barato que a prata, facilmente misturado com polímeros e 

relativamente estáveis tanto em termos químicos quanto físicos (REN et al., 2009). 

Óxidos metálicos nanoparticulados altamente iônicos, como CuO, podem ser agentes 

antimicrobianos particularmente valiosos (STOIMENOV et al., 2002). Este é um dos 

óxidos de metais de transição importantes devido à sua ação fotocatalizadora, além disso 

costuma ser usado em várias aplicações tecnológicas, como supercondutores de alta 

temperatura crítica (AZAM et al., 2012b). 

 Os mecanismos de ação das nanopartículas dependem da composição, 

modificação da superfície, propriedades intrínsecas e das espécies bacterianas. As 

atividades antibacterianas das NPs dependem de dois fatores: propriedades físico-

químicas das nanopartículas e tipos de bactérias (HARIKUMAR; ARAVIND, 2016). 

 As nanopartículas de CuO têm sido anexadas com maior facilidade devido a 

presenças de grupos amina e carboxila na superfície celular de algumas bactérias, 

principalmente as Gram-positivas, e a maior afinidade do cobre a esses grupos (Figura 3) 

A ligação do Cu2+ com a parede celular bacteriana conduz a alterações químicas 

ocasionando danos e rupturas, facilitando assim a entrada das nanopartículas 

(PANDIYARAJAN et al., 2013). 
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Figura 3:  Representação esquemática (a) Cu2+ ligado ao grupo carboxila e (b) Cu2+ ligado ao grupo amina 

na parede celular bacteriana (Fonte: PANDIYARAJAN et al., 2013). 

 

2.1.3 Prata 

  

 A prata pode ser considerada como uma das substâncias antimicrobianas 

universais. O uso na nanotecnologia permite a expansão de sua área de superfície, 

otimizando o seu modo de ação (SONG et al., 2006). O interesse por este metal se 

encontra em suas características intrínsecas, como estabilidade química, condutividade 

elétrica e alta atividade catalítica, assim como as características referentes às NPs (NETO, 

2010). As nanopartículas de prata (AgNPs) possuem ação antimicrobiana, intervindo no 

crescimento microbiano com aplicação na área das ciências médicas, química, biológicas, 

farmacêuticas, e com potencialidade de aplicação em diversos produtos (DURÁN et al., 

2007; DURÁN et al., 2010). Quando aplicadas em um polímero, as AgNPs podem 

melhorar as propriedades das embalagens, promovendo maior flexibilidade das 

embalagens, durabilidade e estabilidade à temperatura (AUGUSTIN e SANGUANSRI, 

2009; CHAUDHRY e CASTLE, 2011). 

 A ação bactericida da prata cobre uma ampla gama de microrganismos, como 

bactérias Gram positivas e negativas, dentre elas, E. coli; S. aureus; E. fuecium; 

Tuberculosis; S. pneumoniae e V. cholera (KIM et al., 2007; NETO, 2010). 

 Apesar do mecanismo exato que as nanopartículas empregam nas bactérias não 

ser claramente conhecido este é um tópico bastante debatido. No entanto existem algumas 
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teorias sobre os mecanismos de ação das AgNPs para causar o efeito antimicrobiano 

(PRABHU; POULOSE, 2012). 

 As nanopartículas de prata têm a capacidade de ancorar às paredes celulares das 

bactérias e posteriormente penetrá-la, causando assim mudanças estruturais na membrana 

como a permeabilidade e interações com as bases do DNA. Há a formação de poços na 

superfície celular e acumulação das nanopartículas (SONDI; SALOPEK-SONDI, 2004). 

Um outro mecanismo considerado é a formação de radicais livres ROS pelas NPs quando 

em contato com a bactéria, danificando a parede e ao interagir com a cadeia respiratória 

pode ocasionar a distribuição da célula (DANILCAUK et al., 2006; KIM et al., 2007). 

Outro mecanismo proposto é a liberação de íons de prata (carga positiva) e seu acúmulo 

na parede celular que são atraídos eletrostaticamente pelas cargas negativas presentes na 

membrana celular, esses íons interagem com as enzimas bacterianas, inativando-as 

(MATSUMURA et al., 2003) (Figura 4). 

 

 

                          

Figura 4: Mecanismos de ação das nanopartículas de prata nas bactérias (Fonte: PRABHU; POULOSE, 

2012). 

 

2.2 Morfologia Bacteriana 

 

 As bactérias são organismos simples e unicelulares. Elas fazem parte do grupo de 

organismos conhecidos como procariotos, ou seja, seu material genético não é envolto 
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por uma membrana nuclear. As células bacterianas apresentam várias formas, dentre as 

mais comuns estão os bacilos (em forma de bastão), os cocos (esféricos ou ovoides) e os 

espirilos (em forma de saca rolha ou curvados). As bactérias podem ser encontradas de 

forma isolada ou em arranjos diferentes de várias células (TORTORA; FUNKE; CASE, 

2005). 

 Esses organismos se reproduzem por fissão binária, ou seja, por divisão em duas 

células iguais. Em relação a sua nutrição, algumas bactérias podem produzir seu próprio 

alimento através da fotossíntese, ou obter a partir de compostos inorgânicos ou orgânicos 

(TORTORA; FUNKE; CASE, 2005). 

 As alterações químicas prejudiciais estão dentre as interações que os 

microrganismos têm com os alimentos, ocasionando variações na qualidade e nos 

atributos nutricionais e sensoriais. Esses fatores são resultantes da atividade metabólica 

dos microrganismos que utilizam os alimentos como fonte de energia. Todavia, esta 

interação além de prejudicar a qualidade do alimento, pode apresentar um risco ao 

consumidor (ESPITIA; BATISTA, 2016). 

 A contaminação de alimentos por bactérias geralmente é proporcionada por más 

condições higiênicas sanitárias, podendo ocorrer em diversos momentos, desde a 

produção, o armazenamento e transporte, até o manuseio doméstico, causando as doenças 

transmitidas por alimentos, mais conhecidas como DTAs - Doenças Transmitidas por 

Alimentos (ESPITIA; BATISTA, 2016; GAVA; SILVA; FRIAS, 2008). 

 

 

2.2.1 Morfologia bacteriana de Gram-positivas e Gram-negativas 

 

 A parede celular da célula bacteriana é uma estrutura complexa e semirrígida, 

sendo responsável pela forma da célula. Esta parede circunda a membrana plasmática 

funcionando como proteção a alterações no meio externo, prevenindo a ruptura das 

células bacterianas. A membrana plasmática é constituída de uma dupla camada de 

fosfolipídeos, além de manter o material citoplasmático no interior da célula, atua como 

uma barreira seletiva, ou seja, permitindo ou bloqueando a passagem de moléculas e íons 

(TORTORA; FUNKE; CASE, 2005). 

 Algumas estruturas como citoplasma, ribossomos, membrana plasmática e 

nucleoide contendo o DNA (material genético disperso no citoplasma) são visualizadas 
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em todas as bactérias. As demais estruturas como ilustradas na Figura 5 variam entre os 

microrganismos procariontes (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005). 

  

Figura 5 : A estrutura de uma célula procariótica. Estruturas marcadas em vermelho são encontradas em 

todas as bactérias (Fonte: TORTORA et al., 2005, p.80). 

 

 Devido as diferenças na constituição da parede celular, as bactérias são 

classificadas em Gram-positivas, como por exemplo, Staphylococcus aureus, 

Enterococcus faecalis, Streptococcus pneumoniae, e Gram-negativas, como Escherichia 

coli, Salmonella sp., Pseudomonas aeruginosas, entre outras (TORTORA; FUNKE; 

CASE, 2005). 

 Bactérias Gram-positivas e as Gram-negativas apresentam parede celular com 

composição química semelhante, denominada peptídeoglicana, que consiste em um 

dissacarídeo repetitivo, composto por monossacarídeos (N-acetilglicosamina e e N-

acetilmurâmico) unidos por polipeptídeos, formando uma rede que envolve a célula 

(MADIGAN et al., 2004; TORTORA; FUNKE; CASE, 2005). 

 Todavia, na maioria das bactérias Gram-positivas, a parede celular consiste em 

muitas camadas de peptídeoglicanos (cerca de 90 %), formando uma estrutura espessa e 

rígida, como ilustrado da Figura 6. Além disso, as paredes celulares das bactérias Gram-

positivas contêm ácidos teicoicos, que consistem principalmente de um álcool e fosfato e 
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estão relacionados ao crescimento celular, impedindo a ruptura extensa da parede e a 

possível lise celular (MADIGAN et al., 2004; TORTORA; FUNKE; CASE, 2005). 

Figura 6: Morfologia da parede celular de bactérias Gram-positivas (modificado de TORTORA et al., 

2005). 

 

 Por sua vez, as paredes celulares das bactérias Gram-negativas consistem em uma 

ou poucas camadas de peptideoglicanos e uma membrana externa (Figura 7). A camada 

de peptideoglicanos está ligada a lipoproteínas (lipídeos covalentemente ligados a 

proteínas) na membrana externa e está no periplasma, um fluido semelhante a um gel, 

entre a membrana externa e a membrana plasmática. A membrana externa é formada por 

fosfolipídeos internamente e por lipopolissacarídeos (LPS) e proteínas externamente 

(porinas, por exemplo). O LPS é constituído por um lipídeo complexo (lipídeo A), ao 

qual está ligado um polissacarídeo (polissacarídeo O). Embora a principal função da 

membrana externa seja estrutural, ela também atua como uma barreira seletiva 

bloqueando a passagem de alguns componentes tóxicos à célula, como antibióticos e 

enzimas digestivas, detergentes e sais biliares. Devido ao fato dessas bactérias conterem 

somente uma pequena quantidade de camada peptideoglicana, são mais suscetíveis ao 

rompimento mecânico (KIM et al.,2007; RUPARELIA et al., 2008; TORTORA; 

FUNKE; CASE, 2005). 
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Figura 7: Morfologia da parede celular de bactérias Gram-negativas (modificado de TORTORA et al., 

2005). 

 

 A parede celular da maioria das bactérias é composta de proteínas de superfície 

complexas para adesão e colonização e componentes como polissacarídeos e ácido 

teicoico que protegem contra hospedeiros e condições ambientais (KATSIKOGIANNI; 

MISSIRLIS, 2004). 

 

2.2.1.1 Gram-positivas 

 

Staphylococcus aureus 

 

 O gênero Staphylococcus pertencente à família Micrococcaceae é caracterizado 

por representantes Gram-positivos, não esporulados, geralmente não encapsulados, com 

aproximadamente 0,5 a 1,5 µm de diâmetro e imóveis, possuindo em torno de 33 espécies. 

Uma das espécies de maior interesse médico é o S. aureus, que está frequentemente 

relacionado com diversas infecções em seres humanos. O Staphylococcus aureus é uma 

bactéria esférica, geralmente encontrada na pele e nas fossas nasais de pessoas saudáveis. 

 Entretanto pode provocar doenças, que vão desde uma simples infecção até 

infecções graves. Os Staphylococcus também são capazes de produzir infecções 

alimentares devido à produção de exotoxinas durante o crescimento em alimentos 
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contaminados (CAVALCANTI et al., 2005; LOWY, 1998; SANTOS et al., 2007). A 

contaminação alimentar por S. aureus pode ocorrer em qualquer alimento que ofereça um 

ambiente favorável para o seu crescimento, como pH entre 4,5 a 9,3 e temperaturas entre 

7°C a 48,5°C (HENNEKINNE; BUYSER; DRAGACCI, 2012). 

 

Enterococcus faecalis 

 Enterococcus são bactérias Gram-positivas, podem ser móveis, facultativamente 

anaeróbicas, com temperatura de crescimento entre 10°C a 45°C e pH alcalino em torno 

de 9,6. E. faecalis constituem 85 a 90% das espécies de Enterococcus identificados nos 

humanos. Esta bactéria é um microrganismo comensal que habita a cavidade oral e o trato 

gastrointestinal em humanos, mas podem agir como patógenos oportunistas causando 

infecções severas do trato urinário, bacteremia e endocardite bacteriana (ANDERSON et 

al., 2015; FRANZ et al., 2003). 

 

2.2.1.2 Gram-negativas 

 

Salmonella enterica sorovar Typhimurium 

 O gênero Salmonella é pertencente à família Enterobacteriaceae, sendo uma 

bactéria Gram-negativa, não esporulada, anaeróbica facultativa, maioria móveis e em 

forma de bacilos. A Salmonella é um gênero heterogêneo, composto por 3 espécies, a 

Salmonella subterranea, Salmonella bongori e Salmonella enterica (EKPERIGIN; 

NAGARAJA, 1998; FÀBREGA; VILA, 2013; PUI et al., 2011). 

 Dentre as de maior importância para a saúde humana, destacam-se 

a Salmonella Typhi (Salmonella enterica sorovar Typhi), que causa infeções sistêmicas 

e febre tifoide e a Salmonella Typhimurium (Salmonella entérica sorovar Typhimurium), 

um dos agentes causadores das gastrenterites. A sua transmissão por alimentos ocorre 

principalmente através da ingestão de produtos de origem animal contaminado, 

destacando ovos e carne de aves.  O tratamento térmico é imprescindível como método 

de prevenção para evitar o consumo de alimentos contaminados por Salmonella 

(EKPERIGIN; NAGARAJA, 1998; FÀBREGA; VILA, 2013; PUI et al., 2011). 

 

 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Gram-positiva
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Salmonella_subterranea&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Salmonella_bongori&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/wiki/Salmonella_enterica
https://pt.wikipedia.org/wiki/Salmonella_typhi
https://pt.wikipedia.org/wiki/Febre_tif%C3%B3ide
https://pt.wikipedia.org/wiki/Gastroenterite
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Escherichia coli  

 Pertencente à família Enterobacteriaceae é uma bactéria bacilar Gram-negativa, 

anaeróbica facultativa, não esporulada, temperatura ótima de crescimento a 37°C, 

variando entre 18°C a 44°C que se encontra normalmente no trato gastrointestinal de 

animais e humanos. A maioria das estirpes de E. coli são comensais, mas algumas podem 

causar graves infecções alimentares nos seres humanos, e são ocasionalmente 

responsáveis pela recolha de produtos alimentícios devido à sua contaminação 

(FERREIRA et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2010; SOUSA, 2006; WELKER et al., 2009).   

 A presença da E.coli em análises microbiológicas de produtos alimentícios sugere 

um indicador de contaminação fecal, devido a sua presença no trato intestinal e nas fezes. 

Em humanos a sua transmissão é através da ingestão de alimentos contaminados, como 

por exemplo, carnes cruas ou má cocção, leite e vegetais crus (FERREIRA et al., 2009; 

SOUSA, 2006).  

 

2.3 Alimentos: Contaminação bacteriana 

 

 Existem mais de 250 tipos de doenças alimentares, sendo muitas delas causadas 

por microrganismos patogênicos, os quais são responsáveis por problemas de saúde 

pública. A ingestão de alimentos ou água contaminados por microrganismos podem 

causar diversas perturbações fisiológicas no homem, denominadas de doenças 

transmitidas por alimentos (DTA). Essas doenças podem refletir em um grande risco à 

saúde do indivíduo (BRASIL, 2005; SILVA et al., 2008). 

 Os surtos de DTA podem ser investigados através da identificação etiológica 

laboratorial, exames clínicos, bromatológicos ou por critérios epidemiológicos. Por esses 

métodos é possível obter conclusões sobre seus agentes etiológicos, veículo, local de 

ocorrência e demais características pertinentes (CARMO et al., 2005). 

 Os sintomas mais comuns de DTA incluem dor de estômago, náusea, vômitos, 

diarreia e, por vezes, febre. Boa parte dos surtos alimentares resulta da associação entre 

o consumo de alimentos contaminados através da manipulação inadequada e conservação 

ou distribuição em condições impróprias (GREIG e RAVEL, 2009). 

 Mesmo que a dificuldade de registro das DTA seja um problema mundial, os 

relatos oficiais demonstram um aumento significativo dessas doenças devido a vários 

fatores, como: a produção e o consumo de alimentos em condições inadequadas; a 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Bact%C3%A9ria
https://pt.wikipedia.org/wiki/Bacilo
https://pt.wikipedia.org/wiki/T%C3%A9cnica_de_Gram
https://pt.wikipedia.org/wiki/Intoxica%C3%A7%C3%A3o_alimentar
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ser_humano
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mudança de hábitos alimentares; a redução do tempo para o preparo e consumo do 

alimento; a maior exposição do alimentos destinados ao pronto consumo; más condições 

higiênico-sanitárias durante o processamento (BRASIL, 2010; EBONE et al., 2011; 

RODRIGUEZ; SUAREZ, 2014; SILVA et al., 2010). 

 Diversos grupos de microrganismos, incluindo bactérias, protozoários, vírus e 

fungos filamentosos, podem ser agentes causadores de doenças de origem alimentar 

(BRASIL, 2005). As bactérias constituem o grupo microbiano mais associado às doenças 

transmitidas por alimentos. Dentre essas, as Staphylococcus aureus e Escherichia coli são 

importantes patógenos responsáveis por doenças alimentares (AMSON; HARACEMIV; 

MASSON, 2006). 

 Dados epidemiológicos disponibilizados por órgãos de controle sanitário dos 

Estados Unidos (EUA) e do Brasil demonstram esses fatos. Por exemplo, dentre os 2.953 

surtos registrados, com etiologia conhecida, nos EUA, de 2009 a 2015, 55% foram 

causados por bactérias, 40% por vírus e 5% por parasitos (CDC, 2018). No Brasil, entre 

os anos 2007 a 2017, as bactérias foram identificadas como o agente etiológico 

responsável de 95,9% dos surtos, enquanto que os vírus foram implicados em 7,7% do 

total de casos (BRASIL, 2017). Porém, ainda há uma dificuldade do registro da maioria 

dos casos de DTAs no Brasil, representando uma falha do sistema de notificação e a 

necessidade de melhorias, demonstrado na Figura 8 (BRASIL, 2015; CARMO et al., 

2005). 

 As doenças transmitidas por alimentos são um problema global de saúde pública. 

Essa situação resulta em despesas médicas e perdas de produtividade, afetando não só a 

saúde da população como a economia e o comércio. A necessidade por novas tecnologias 

que possam controlar a proliferação de patógenos em alimentos e sua consequente 

transmissão aumentaram nos últimos anos (DESSELBERGER, 2000; ESPITIA et al., 

2012; JONES et al., 2008; LIU et al., 2009). 
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Figura 8: Agentes etiológicos responsáveis pelos surtos de DTA no Brasil entre 2000 a 2015 (Fonte: 

BRASIL, 2015). 

 

2.4 Embalagens de alimentos 

 

A embalagem de alimentos possui a função de proteger e assegurar a qualidade 

do alimento. Com a demanda pelo consumidor por mais segurança e o oferecimento de 

produtos com maior tempo de prateleira dos alimentos, os estudos de embalagens com 

novas funções, conhecidas como embalagens ativas, veem crescendo no mercado 

(ESPITIA et al., 2016). 

  As embalagens ativas interagem com o produto ou espaço interno de maneira que 

reduz, inibe ou retarda o crescimento de microrganismos que podem estar presentes nos 

alimentos (SOARES et al., 2009). Estas embalagens apresentam funções além das 

tradicionais apresentadas pelas embalagens alimentícias. Esta inovação permite prolongar 

a vida útil dos alimentos além de manter sua qualidade e sua segurança contra 

microrganismos (REALINI; MARCOS, 2014). Muitas inovações na indústria das 

embalagens alimentícias devem-se ao uso de nanotecnologias que permitem melhorar 

e/ou adicionar propriedades às embalagens. 

A incorporação de agentes antimicrobianos, como nanopartículas metálicas, em 

embalagens permite a difusão gradual destes compostos à matriz alimentar, eliminando a 

necessidade de elevadas concentrações destes em contato direto com o alimento. O 
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desenvolvimento destas embalagens desempenham um papel importante para diminuir o 

risco de contaminações alimentares, além de aumentar o tempo de vida útil (ESPITIA et 

al., 2016). 

As modificações na estrutura e propriedades dos materiais de embalagem, como 

a resistência mecânica e térmica é um tipo de caracterização relevante no desenho de uma 

embalagem de alimentos, uma vez que cada característica influencia a integridade física 

das embalagens desenvolvidas e, portanto, garante a proteção dos alimentos embalados. 

O impacto toxicológico das nanopartículas deve ser avaliado para determinar os efeitos 

positivos ou negativos sobre a segurança alimentar (ASSIS, 2012; DOBRUCKA; 

CIERPISZEWSKI, 2014; ESPITIA et al., 2016; LACOSTE et al., 2005). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

  Sintetizar nanopartículas de óxido de zinco, óxido de cobre e prata e comparar as 

propriedades antimicrobianas dessas nanopartículas em bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas associadas a doenças transmitidas por alimentos. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

(1) Realizar sínteses de nanopartículas de óxido de zinco, óxido de cobre e prata  

utilizando os métodos de precipitação, hidrotermal e sonoquímica (ultrassom). 

(2) Caracterizar as nanopartículas, do ponto de vista estrutural, morfológico, pureza 

e estabilidade, por meio das seguintes técnicas: Difração de Raios X (DRX), 

Espectroscopia na região Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), 

Microscopia Eletrônica de Varredura com Fonte de Emissão de Campo (MEV- 

FEG) e Potencial Zeta; 

(3) Avaliar a atividade antimicrobiana das nanopartículas sobre bactérias Gram-

positivas, Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis e Gram-negativas, 

Escherichia coli e Salmonella typhimurium, por meio dos testes de difusão em ágar 

e de agitação em frasco.  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Rotas das sínteses das nanopartículas  

 

Nesta subseção serão apresentados os métodos das rotas de sínteses que foram 

utilizados para a obtenção das nanopartículas de ZnO, CuO e Ag. As rotas de sínteses 

seguiram como base alguns trabalhos na literatura, mas foram modificadas conforme o 

método de otimização. O método mais comum foi o de precipitação. Para verificar se 

haveria alterações estruturais das nanopartículas foram realizados outros métodos como 

o de ultrassom e hidrotermal. No caso da prata, neste trabalho ela foi utilizada como 

referência para as demais nanopartículas, já que é considerada um antimicrobiano 

universal, por isso foi realizado apenas o método de precipitação para a sua síntese. 

 

4.1.1 Sínteses de nanopartículas de óxido de zinco 

 

 Dois métodos diferentes para a síntese de nanopartículas de ZnO foram realizados 

para averiguar quais dos métodos se destacam tanto na caracterização como no potencial 

antimicrobiano contra as bactérias testadas. 

 A seguir a descrição das sínteses realizadas: 

 

Síntese 1) Síntese por precipitação 

 Para a síntese de ZnO foram utilizados o nitrato de zinco como precursor e o 

hidróxido de potássio como agente mineralizador. 

 Inicialmente foi preparada uma solução de hidróxido de potássio (KOH- 6M) em 

um balão volumétrico de 10 ml. Para isso, foi pesado diretamente no béquer (de 50 ml) 

3,37 g de KOH e acrescentado água deionizada ultrapura (Mili-Q), aproximadamente 9 

ml. Após dissolver a base, a solução foi reservada até esfriar completamente. 

Enquanto isso, foi pesado 3,67 g de nitrato de zinco [Zn (NO3)2]. Em um béquer 

(de 250 ml) foi colocado 50 ml de água Mili-Q e acrescentado o nitrato de zinco. Esse 

béquer foi colocado em um agitador com um ímã no interior, e então esperou-se até a 

solução dissolver por completo. Em seguida, a base que estava no béquer foi colocada no 

balão volumétrico (de 10ml) e acrescentado água Mili-Q até o menisco.  
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Na sequência, foi alterado o pH da solução que estava no agitador para 14 usando 

a solução feita de KOH, que foi sendo colocada aos poucos e medindo o pH. Este foi 

medido com papel indicador de pH (0-14). Depois de atingir o pH 14 a solução ficou no 

agitador por 1 hora (Figura 9a).                             

Após transcorrido o tempo, a mistura foi transferida para 4 tubos de 50 ml. Para 

que os tubos tivessem o mesmo peso acrescentou-se água Mili-Q. Os tubos foram 

centrifugados a 7°C, a 11000 rpm por 15 minutos (Figura 9b). O equipamento utilizado 

nos experimentos foi a Centrífuga Hettich – Rotina 380R. Após a centrifugação, o 

sobrenadante foi descartado e o precipitado branco ficou no fundo. Novamente foi 

acrescentado água Mili-Q até aproximadamente 40 ml e realizou-se o mesmo 

procedimento de pesagem dos tubos e centrifugação.  Esse processo foi repetido até que 

a suspensão atingisse o pH 7. Após isso, centrifuga-se mais uma vez nas mesmas 

condições. No total foram realizadas 3 centrifugações até atingir o pH desejado. 

Após a última centrifugação, o sobrenadante foi descartado e o sólido branco foi 

disperso com etanol. A suspensão de etanol e ZnO foi transferida para uma placa de Petri 

coberta com papel alumínio e colocada em uma estufa a 60°C overnight – 12 h (Figura 

9c). O equipamento utilizado foi a Estufa com Circulação de Ar Quemis. 

No dia seguinte a placa de Petri foi retirada da estufa e o sólido (Figura 9d) foi 

transferido para um almofariz. Com auxílio de um raspador o pó foi desaglomerado 

(Figura 9e) e em seguida a amostra foi guardada em um microtubo de 2 ml (Figura 9f). 
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Figura 9: Etapas da síntese de ZnONPs pelo método de precipitação. A) Solução de KOH e Zn (NO3)2 no 

agitador. B) Centrifugação da solução após o término da agitação. C) Solução de ZnO e etanol na placa de 

Petri coberta com o alumínio para ser colocada na estufa. D) Formação de ZnO em pó. E) Desaglomeração 

do pó no almofariz. F) Amostra guardada em microtubo. 

 

 

Síntese 2) Síntese por sonoquímica (ultrassom) 

 A síntese ocorreu da mesma maneira que a anterior até a etapa de agitação por 1h. 

Após retirar a solução de KOH e Zn (NO3)2 do agitador, esta foi colocada no ultrassom 

de ponteira por 1 hora com amplitude de 30%. O béquer no qual estava a solução foi 

colocado em um isopor e coberto com gelo em volta, como um banho de gelo (Figura 

10a).  O gelo foi trocado após 30 min e continuou-se a síntese no ultrassom nos mesmos 

parâmetros por mais 30 min. 

Após o término, a solução foi colocada em 4 tubos (Figura 10b) e realizou-se a 

mesma lavagem que a síntese anterior na centrífuga (Figura 10c). Depois de 3 etapas na 

centrífuga, o pH estava 7 e então a solução foi centrifugada novamente.  Após a última 

centrifugação, o sobrenadante foi descartado e o sólido branco foi disperso com etanol 

(Figura 10d). A suspensão de etanol e ZnO foi transferida para uma placa de Petri coberta 

com papel alumínio e colocada na estufa a 60°C overnight (figura 10e).  
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No dia seguinte a placa de Petri foi retirada da estufa e o sólido (Figura 10f) foi 

transferido para um almofariz. Com auxílio de um raspador o pó foi desaglomerado 

(Figura 10g).  A amostra foi guardada em um microtubo. 

 

Figura 10: Etapas da síntese de ZnONPs pelo método de sonoquímica. A) O béquer contendo a solução de 

KOH e Zn (NO3)2 após a agitação, foi colocado no ultrassom em banho de gelo por 1h. B) A solução foi 

transferida para os tubos. C) Centrifugação. D) Solução de ZnO e etanol na placa de Petri. E) Solução 

coberta com papel alumínio e colocada na estufa. F) Formação de ZnO em pó. G) Desaglomeração do pó 

no almofariz. 

 

4.1.2 Sínteses de nanopartículas de óxido de cobre 

 

 Quatro métodos diferentes para a síntese de nanopartículas de CuO foram 

realizados, como formas de otimização, para averiguar quais dos métodos se destacam 

tanto na caracterização como no potencial antimicrobiano contra as bactérias testadas. 

 A seguir a descrição das sínteses realizadas: 

 

Síntese 1) Síntese por precipitação 

 Para a síntese de CuO foram utilizados o nitrato de cobre como precursor e o 

hidróxido de sódio como agente mineralizador. Inicialmente foi preparado uma solução 

de hidróxido de sódio (NaOH - 6M) em um balão volumétrico de 10 ml. Para isso, em 
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um béquer (de 50 ml) foi pesado 2,4 g de NaOH e acrescentou-se água Mili-Q, não mais 

de 10 ml. Após dissolver a base, a solução foi reservada até esfriar completamente. 

Enquanto isso foi pesado 3,14 g de nitrato de cobre II [Cu (NO3)2] (coloração 

azulada). Em um béquer (de 250 ml) foi colocado 50 ml de água Mili-Q e acrescentado o 

nitrato de cobre. Esse béquer foi colocado em um agitador com um ímã no interior, e 

então esperou-se até a solução dissolver por completo. Em seguida, a base que estava no 

béquer foi colocada no balão volumétrico (de 10ml) e acrescentado água Mili-Q até o 

menisco.  

Na sequência, o pH da solução que estava no agitador foi alterado para 14 usando 

a solução feita de NaOH 6M, que foi sendo colocada aos poucos e medindo o pH. Este 

foi medido com papel indicador de pH (0-14). Conforme foi sendo colocado a base, 

importante misturar bem a solução para ficar um azul homogêneo. Depois de atingir o pH 

14 a solução ficou no agitador por 1 hora (Figura 11a).                

Depois do tempo transcorrido, a mistura foi transferida para 4 tubos de 50 ml 

(Figura 11b). Para que os tubos tivessem o mesmo peso foi acrescentado água Mili-Q. Os 

tubos foram centrifugados a 7°C, a 11000 rpm por 15 minutos. Após centrifugar, o 

sobrenadante foi descartado e o precipitado azul ficou no fundo. Novamente foi 

acrescentado água Mili-Q até aproximadamente 40 ml e realizou-se o mesmo 

procedimento de pesagem dos tubos e centrifugação.  Esse processo foi repetido que a 

suspensão atingisse pH 7. Após isso, centrifuga-se mais uma vez nas mesmas condições. 

No total foram realizadas 3 centrifugações até atingir o pH desejado. 

Após a última centrifugação, o sobrenadante foi descartado e o sólido azulado foi 

disperso em etanol. A suspensão de etanol e CuO foi transferida para uma placa de Petri 

(Figura 11c) coberta com papel alumínio e colocada em uma estufa a 60°C overnight 

(Figura 11d). 

No dia seguinte a placa de Petri foi retirada da estufa (Figura 11e) e o sólido foi 

transferido para um almofariz. Com auxílio de um raspador o pó foi desaglomerado até 

desaglomerar (Figura 11f). Após esse processo, a amostra foi colocada em uma placa de 

cerâmica e então levada para a mufla (Figura 11g). A programação da mufla foi 300°C 

por 2h e a uma velocidade de 10°C/min. O equipamento utilizado foi a Mufla EDG 3000. 

 Quando o processo terminou, a amostra, agora com coloração escura, foi retirada 

da mufla e macerada no almofariz (Figura 11h) e então guardada em um tubo microtubo. 
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Figura 11: Etapas da síntese de CuONPs por precipitação. A) Solução de NaOH e Cu (NO3)2 no agitador. 

B) A solução foi transferida para tubos Falcon para centrifugar. C) Solução de  CuO e etanol na placa de 

Petri. D) Solução coberta com papel alumínio e colocada na estufa. E) Formação de pó da amostra. F) 

Maceração do pó no almofariz. G) Formação de CuO após retirar da mufla. H) Desaglomeração da amostra 

no almofariz. 

 

Síntese 2) Síntese no hidrotermal 

 A síntese ocorreu da mesma maneira que a anterior até a etapa de agitação por 1h 

(Figura 12a). Após retirar a solução de NaOH e Cu (NO3)2 do agitador (coloração azulada 

igual a síntese anterior), esta foi transferida para um tubo de teflon (Figura 12b) específico 

para uso no hidrotermal e acrescentado água Mili-Q até o menisco. Como este tubo ficará 

no reator do hidrotermal sobre um agitador é necessário colocar uma barra magnética no 

interior do tubo com a solução. A programação da síntese no hidrotermal foi de 2 h a 

150°C (Figura 12c). 

 Depois de transcorrido esse tempo, a solução (coloração escura) foi transferida 

para tubos. Em sequência, a etapa de centrifugação ocorreu da mesma maneira que a 

anterior (Figura 12d). Esse processo foi repetido até que a suspensão atingisse pH 7. No 

total foram realizadas 3 centrifugações até atingir o pH desejado. 

 Após a última centrifugação, o sobrenadante foi descartado (Figura 12e) e o sólido 

com coloração marrom escuro foi disperso com etanol. A suspensão de etanol e CuO foi 

transferida para uma placa de Petri (Figura 12f) coberta com papel alumínio e colocada 

na estufa a 60°C overnight.  



26 
 

 

No dia seguinte, a placa de Petri foi retirada da estufa (Figura 12g) e o sólido foi 

transferido para um almofariz. Com auxílio de um raspador o pó foi desaglomerado, e 

então guardado em um microtubo. 

 

Figura 12: Etapas da síntese de CuONPs pelo hidrotermal. A) Solução de NaOH e Cu (NO3)2 no agitador. 

B) A solução foi transferida para o tubo de teflon. C) Suporte do hidrotermal com o tudo de teflon no 

interior e sobre o agitador. D) Centrifugação após o término da síntese no hidrotermal. E) O precipitado 

escuro formado no fundo do tubo após o descarte do sobrenadante. F) A suspensão de etanol e CuO foi 

transferida para uma placa de Petri. G) Formação de CuO após retirar da estufa. 

 

Síntese 3) Síntese por sonoquímica (3h) 

 A síntese ocorreu da mesma maneira que a anterior até a etapa de agitação por 1h 

(Figura 13a). Após retirar a solução azulada de NaOH e Cu (NO3)2 do agitador, esta foi 

colocada no ultrassom de ponteira por 3h com amplitude de 30% (Figura 13b). O béquer 

no qual estava a solução foi colocado em suporte de isopor e coberto com gelo em volta, 

como um banho de gelo. O gelo foi trocado de 30 em 30 min. O equipamento utilizado 

foi o Ultrassom de Ponteira Branson. 

Após o término, a solução de coloração escura (Figura 13c) foi colocada em tubos 

e foi realizada a mesma lavagem que a síntese anterior na centrífuga. Depois de 3 etapas 

na centrífuga, o pH estava 7 e então centrifugou-se mais uma vez.  Após a última 

centrifugação, o sobrenadante foi descartado (Figura 13d) e o sólido marrom escuro foi 
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disperso com etanol. A suspensão de etanol e CuO foi transferida para uma placa de Petri 

(Figura 13e) coberta com papel alumínio e colocada na estufa a 60°C overnight.  

No dia seguinte a placa de Petri foi retirada da estufa (Figura 13f) e o sólido foi 

transferido para um almofariz. Com auxílio de um raspador o pó foi desaglomerado 

(Figura 13g) e guardado em um tubo microtubo (Figura 13h). 

 

Figura 13: Etapas da síntese de CuONPs pelo método de sonoquímica. A) Solução de NaOH e Cu (NO3)2 

no agitador. B) O béquer contendo a solução anterior após a agitação, foi colocado no ultrassom em banho 

de gelo por 3h. C) O béquer com coloração escura foi retirado do ultrassom para posterior centrifugação da 

solução. D) O precipitado escuro formado no fundo do tubo após o descarte do sobrenadante. E) A 

suspensão de etanol e CuO foi transferida para uma placa de Petri. F) Formação de CuO após retirar da 

estufa. G) Desaglomeração da amostra no almofariz. H) A amostra foi transferida para um microtubo. 

 

Síntese 4) Síntese por sonoquímica (2h) 

 A síntese ocorreu da mesma maneira que a anterior realizada no ultrassom, mas 

nesse caso o tempo total foi de 2 h. O procedimento foi realizado da mesma forma em 

toda a síntese.  Essa síntese foi realizada para tentar otimizar o tempo, ou seja, verificar 

se houve a formação de CuONPs em um tempo menor no ultrassom. 

 

4.1.3 Sínteses de nanopartículas de prata 

 

A síntese de nanopartículas da prata foi realizada pelo método de precipitação, no 

qual foram utilizados o nitrato de prata como agente precursor, o citrato de sódio como 
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agente redutor e a sílica como carreador. Os reagentes utilizados para esta síntese foram 

100 ml de solução de citrato de sódio (0,5 mg/ml); 0,08g de nitrato de prata e 0,54g de 

sílica. SiO2 

Primeiramente a solução de citrato de sódio ficou em agitação até iniciar a fervura 

(Figura 14a), em seguida foram acrescentados o nitrato e a sílica, em agitação por 1 

minuto (Figura 14b). Em sequência foi realizada a filtração a vácuo da solução (Figura 

14c). O papel filtro que reteve o sólido foi colocado em uma placa de Petri e em seguida 

na estufa a 80°C por 1hora. Após a secagem, o pó formado foi macerado e guardado. 

 

 

Figura 14: Etapas da síntese de AgNPs pelo método de precipitação. A) Solução de citrato de sódio em 

agitação. B) Deposição de nitrato de prata e sílica na solução anterior. C) Filtração a vácuo da solução 

formada. 

 

4.2 Técnicas de caracterização das nanopartículas 

 

Nesta subseção serão apresentadas as técnicas e os parâmetros utilizados para 

caracterizar os materiais obtidos nos itens anteriores. 

 

4.2.1 Difração de Raios X (DRX) 

 

 No presente trabalho, a difração de raios X foi utilizada para determinar a fase dos 

materiais sintetizados, analisar a cristalinidade dos mesmos e verificar a existência de 

fases secundárias. As medidas de difração de raios X dos pós foram realizadas no 

Difratômetro Shimadzu XRD 6000, que utiliza radiação Cu Kα (λ=1,5488 Å); voltagem 
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de 30 kV e corrente de 30 mA. A rotina utilizada foi um intervalo angular varrido de 

forma contínua entre 5 a 85°, 2θ, e a velocidade de varredura de 1° min-1. 

 

4.2.2 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) 

 

 As amostras foram caracterizadas pela medida das absorbâncias na região do 

infravermelho por espectroscopia com transformada de Fourier (FTIR).  A técnica foi 

utilizada para verificar a formação de ligações entre Zn-O, Cu-O, presença de grupos 

fosfatos e carbonatos, além de verificar a presença de espécies adsorvidas na superfície 

dos materiais. As análises foram conduzidas em espectrofotômetro da marca Bruker, 

modelo Vertex 70. As leituras foram realizadas na faixa espectral de 4.000 – 400 cm-1, 

no modo transmitância. 

 

4.2.3 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV-FEG) 

 

 Para a verificação da forma e distribuição de tamanhos das nanopartículas obtidas 

foi realizada a microscopia eletrônica de varredura com emissão de campo (FEG). Para a 

análise foi utilizado o equipamento JEOL JMS 6701F com um canhão de emissão 

operando com voltagens de extração de corrente de 2 à 10 kV. 

 

4.2.4 Potencial Zeta 

 

Segundo o trabalho de Schaffazick e colaboradores (2003), o potencial zeta é 

considerado de extrema importância no estudo da estabilidade de suspensões coloidais. 

Admite-se que elevados valores de potencial zeta são característicos de suspensões 

estáveis.  

 Neste trabalho as medidas de potencial zeta foram realizadas para verificar a 

estabilidade em solução das partículas sintetizadas. A medida do potencial zeta das 

suspensões foi realizada utilizando-se o equipamento Malvern Instruments - Zetasizer 

Nano ZS90. 

 Para a medição do potencial zeta foi utilizado 0,001 g da nanopartícula em 10ml 

de água Mili Q e a solução foi colocada no ultrassom por 2 min (10% de amplitude) antes 

da medição. 
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4.3 Atividade antimicrobiana 

 

Nesta subseção será apresentado os ensaios microbiológicos que foram realizados 

para avaliar a atividade antimicrobiana das nanopartículas sintetizadas.  

 

4.3.1 Teste de difusão em ágar 

 

O teste de difusão em ágar foi realizado com o intuito de avaliar qualitativamente 

o potencial antimicrobiano das nanopartículas sintetizadas contra cepas bacterianas. O 

teste foi realizado com duas bactérias Gram-positivas, a Staphylococcus aureus (ATCC 

25923) e a Enterococcus faecalis (CCCD-E002); e duas Gram-negativas, a Escherichia 

coli (ATCC 25922) e a Salmonella typhimurium (CCCD-S004). As cepas padrões foram 

utilizadas por serem consideradas potenciais patógenos aos alimentos. 

Para garantir a esterilidade do material utilizado (meio de cultura, vidraria, 

ponteiras), os procedimentos padrões prévios de esterilização em autoclave foram 

realizados. 

Inicialmente, foram preparados os meios de cultura: 1) Ágar Müller-Hinton (MH) 

para as placas de Petri; 2) Caldo Müller-Hinton. Ambos os meios foram esterilizados na 

autoclave vertical por 15 min, a 121°C e pressão 1 atm. 

Ainda no fluxo laminar, as bactérias foram inoculadas no caldo MH que haviam 

sido preparados em tubos com auxílio da alça de platina. Sendo assim foi utilizado um 

tubo para cada bactéria inoculada. Estes foram incubados overnight (12 h), em 

temperatura de 35 ± 0,5ºC. Posteriormente, com base na escala McFarland 0,5 a 

concentração de células bacterianas de cada tubo foi ajustada por diluições sequenciais 

até uma concentração final de 105 UFC/ml. Para a leitura da turbidez (600nm) foi utilizada 

a técnica de UV-Visível pelo equipamento Shimadzu UV-1601PC.  

Em sequência, 100 μL das amostras diluídas foram colocadas na superfície do 

ágar MH espalhando com o auxílio da alça de Drigalski. Para cada bactéria foram 

utilizadas 8 placas de Petri, ou seja, 7 para cada síntese realizada e 1 controle (sem as 

nanopartículas, só com as bactérias). Na etapa seguinte as nanopartículas foram 

depositadas nas placas com auxílio de uma espátula. Todos os pontos foram feitos em 

triplicata, ou seja, foi depositado 3 pontos das nanopartículas em cada placa com a 
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bactéria, a quantidade utilizada foi 0,4 mg de amostra. Esse procedimento foi realizado 

para cada bactéria. 

Ao terminar essa etapa, as placas foram incubadas na estufa própria para 

microrganismos em temperatura de 35 ± 0,5ºC, por um período de aproximadamente 24 

h. Após esse período os resultados da formação dos halos de inibição foram visualizados. 

Os halos de inibição foram medidos em relação ao seu diâmetro com o auxílio de 

paquímetro (Figura 15). 

 

 

Figura 15: Teste de difusão em ágar realizado para as bactérias S. aureus, E. faecalis, E. coli e Salmonella. 

Ilustração das seguintes etapas: Repique e inoculação da bactéria; leitura da absorvância e ajuste para uma 

concentração de 105 UFC/ml; 100 μL da amostra diluída colocados na placa de Petri com meio MH e 

espalhados com a alça de Drigalski; deposição das nanopartículas e incubação; por fim, a medição do 

diâmetro dos halos de inibição com auxílio do paquímetro. 

 

4.3.2 Teste de agitação em frasco 

 

Além do teste de difusão (em meio sólido), foi realizado o teste de agitação em 

frasco (em meio líquido) seguido do plaqueamento das amostras e a contagem das 

colônias de bactérias após 24 h (UFC/ml). Para esse teste foram utilizadas as cepas 

bacterianas que apresentação maior inibição no teste anterior, ou seja,  Staphylococcus 

aureus como Gram-positiva e  Escherichia coli como Gram-negativa, e as sínteses que 

obtiveram nanopartículas menores e que ao mesmo tempo formaram halos em mais 
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bactérias no teste de difusão, sendo  a de ultrassom para ZnO, ultrassom 2 h para CuO e 

precipitação para Ag.  

Neste experimento foram testadas 3 concentrações diferentes das nanopartículas, 

além do controle contendo somente a bactéria (C0). Essas concentrações utilizadas foram 

100 μg/ml (C1), 250 μg/ml (C2) e 500 μg/ml (C3), sendo todas realizadas em triplicatas. 

Esse teste foi dividido em 4 dias. 

 No primeiro dia foi feito o meio TSB (Tryptic Soy Broth) tanto para os frascos 

onde as nanopartículas foram depositadas para agitação no segundo dia quanto para os 

tubos nos quais as bactérias cresceram.  Com uma alça de inoculação, cada bactéria foi 

repicada a partir de uma cultura estoque para tubos contendo meio TSB e incubados 

overnight (12 h) à 35 ± 0,5ºC. 

 No segundo dia, com base na escala McFarland 0,5 (estimada a 108 UFC/ml) a 

concentração de células bacterianas foi ajustada por diluições até uma concentração final 

de 105 UFC/ml. Para a leitura da turbidez (600 nm) foi utilizada a técnica de UV-Visível 

pelo equipamento Shimadzu UV-1601PC.  No fluxo laminar foram depositados em cada 

frasco (já preparados no primeiro dia com o meio) 100 μl da suspensão bacteriana ajustada 

e as nanopartículas pesadas de acordo com a concentrações mencionadas. Em sequência 

foram colocados em agitação a 165 rpm, 35ºC por 24 horas. 

 No terceiro dia foi preparado o meio PCA (Plate Count Agar). As amostras que 

estavam em agitação foram diluídas em solução salina tamponada com fosfato. Para S. 

aureus as diluições decimais da C0 plaqueadas foram 10-7, 10-8 e 10-9; para as C1, C2 e 

C3 foram a 10-2 a 10-7. Para E. coli, as diluições da C0 foram as mesmas; já para as C1, 

C2 e C3 foram de maneira geral da 10-5 a 10-8. 

 O plaqueamento foi realizado pela técnica de pour plate, adicionando uma 

alíquota de 1 ml da diluição na placa de Petri, vertendo 35 ml do meio de cultura PCA 

sobre o inóculo e homogeneizando adequadamente (Figura 16). Após o meio solidificar 

as placas invertidas foram incubadas a 35ºC por 24 horas. 

 No último dia (quarto dia) foi realizado a contagem das colônias nas placas com 

auxílio do contador de colônias Manual Modelo CP 608 da marca Phoenix-Luferco 

(Figura 17). A contagem foi após o tempo de incubação, expressa em UFC/ml, foi 

realizada nas placas que apresentaram de 30 a 300 números de colônias e esse valor foi 

multiplicado pelo inverso da diluição. 
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Figura 16: Segundo e terceiro dia do teste de agitação em frasco realizado para as bactérias S. aureus e E. 

coli. No segundo dia foram acrescentados aos frascos com o meio TSB, já preparados no primeiro dia, 100 

μl da suspensão bacteriana e as nanopartículas; em seguida os frascos ficaram sob agitação a 165 rpm, 35ºC 

por 24 horas. No terceiro dia as amostras que estavam em agitação foram diluídas em solução salina 

tamponada com fosfato; em sequência foi realizada a técnica de pour plate. 

 

 

Figura 17: Últimas etapas do teste de agitação em frasco. No final do terceiro dia após o meio solidificar 

as placas invertidas foram incubadas a 35ºC por 24 horas. No quarto dia foi realizado a contagem das 

colônias nas placas com auxílio do contador de colônias. 

 

 

4.4 Análise estatística 

 

 Para avaliar o efeito da concentração das nanopartículas de ZnO, CuO e Ag na % 

de inibição das bactérias utilizou-se uma análise de regressão não linear. Intervalos com 
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95% de confiança foram calculados para os parâmetros estimados do modelo. O software 

utilizado foi o R 3.5.1. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

5.1 Caracterizações das nanopartículas 

 

5.1.1 Nanopartículas de ZnO 

 

 As nanopartículas de ZnO após serem sintetizadas foram caracterizadas pelos 

métodos citados, dos quais serão mostrados os resultados. O primeiro deles foi o DRX, 

como mostrado na Figura 18. Os picos de difração marcados com asterisco na figura que 

foram observados em ângulos de 31,6°, 34,2°, 36,1°, 47,3°, 56,3°, 62,7°, 66,2°, 67,5° e 

68,8° pertencem aos planos (100), (002), (101), (102), (110), (103), (200), (112) e (201), 

respectivamente, de ambos os métodos de síntese. Estes dados estão de acordo com os 

valores correspondente da ficha cristalográfica (Joint Committe on Powder Diffraction 

Standards data JCPDS 01-075-0576) referente ao ZnO puro.  Não foram detectados picos 

que possam corresponder a impurezas, o que implica que uma pureza relativamente 

elevada de nanopartículas de ZnO foi obtida. Além disso, picos de difração fortes e 

estreitos indicam que a amostra apresenta uma boa cristalinidade (GHOMI; 

GHASEMZADEH; ZAHEDI, 2013; MAIA et al., 2016; MOAZZEN; BORGHEI; 

TALESHI, 2013; NAVALE et al., 2015; POOKMANEE et al., 2010). 
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Figura 18: Difratogramas de raios X das amostras de ZnO sintetizadas pelo método de precipitação e por 
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ultrassom. Os valores entre parênteses correspondem aos planos pertencentes aos ângulos de difração. O 

asterisco se refere aos planos que foram repetidos nas duas sínteses. 

 

 

As amostras também foram analisadas por meio de microscopia eletrônica de 

varredura, podendo observar o tamanho, a forma e a distribuição em ambas as sínteses 

nas imagens a seguir (Figura 19 e 20). O tamanho das nanopartículas foram analisados 

por medições diretas da espessura das partículas a partir da contagem de 100 partículas 

utilizando-se as imagens. Como mostrado nos histogramas, a síntese 1 das ZnONPs 

(síntese por precipitação) apresentou nanopartículas com espessura por volta de 25 a 30 

nm, enquanto a síntese 2 (síntese por ultrassom) por volta de 15 nm. Apesar do aspecto 

diferente de ambas as morfologias, pode-se observar a formação de placas de formatos 

irregulares. Mas, na síntese por ultrassom as nanoplacas apresentaram espessuras 

menores, exibindo tamanho médio de 15 nm e não ultrapassando 25 nm. A medida que 

as nanopartículas tornam-se menores, a proporção superfície/volume aumenta, assim 

como sua reatividade química (MOAZZEN; BORGHEI; TALESHI, 2013). No trabalho 

de Navale et al. (2015), os tamanhos de ZnONPs de 20-25nm apresentaram propriedades 

antibacterianas significativas contra S. aureus. 

 A área superficial elevada e uma melhor dispersão de nanopartículas são razões 

para melhores atividades de ZnONPs (SAFAEI-GHOMI; GHASEMZADEH; ZAHEDI, 

2013). 

 Concentração das NPs, tamanho e forma são fatores importantes que afetam a 

eficácia inibitória de ZnONPs. Durante a síntese de processamento de ZnONPs, elas 

podem apresentar-se sob a forma de aglomerados, necessitando algumas vezes do uso de 

dispersantes (ZHANG et al., 2007). A atividade das nanopartículas de ZnO aumenta com 

a redução do tamanho da partícula (BRAYNER et al., 2006; LIU et al., 2009; NAIR et 

al., 2009; REDDY et al., 2014). Com o aumento da temperatura no qual o método de 

síntese é realizado, a natureza cristalina da amostra pode incrementar (REDDY et al., 

2014).  
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Figura 19: Síntese por precipitação de ZnONPs. A) Imagem obtida pelo FEG. B) Distribuição das 

espessuras. 

 

 

  

Figura 20: Síntese por ultrassom de ZnONPs. A) Imagem obtida pelo FEG. B) Distribuição das espessuras. 

 

 

 A seguinte caracterização realizada foi o FTIR, com o intuito de confirmar a 

formação de ZnO e verificar as espécies adsorvidas na superfície das amostras, cujos 

resultados estão na Figura 21 e em seguida a Tabela 1 com as atribuições das bandas. 

Pode encontrar-se uma série de picos de absorção de 4000 a 400 cm-1 correspondendo aos 

modos de vibração de diversos grupos funcionais, tais como, hidroxila, carboxilato, 

carboxila e alcano presentes nas nanopartículas. Verifica-se que ambas as sínteses 

apresentaram a banda característica do estiramento da ligação Zn-O na região 

correspondente ao #1 no gráfico; assim como a banda #5 que representa o estiramento do 

grupo O-H correspondente a vibração da água a partir de KOH (usado como precursor); 

ao ponto correspondente ao #4, que representa as vibrações do estiramento de CH de 

grupos alcanos; e também a banda em #2 que representa o grupo carboxilato (COO-). Já 

a banda em #3 foi observada na síntese por precipitação que corresponde provavelmente 
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a ligação C=O. Deste modo, de acordo com as análises, a síntese de ZnO por ultrassom 

representa menos impurezas residuais (CHITHRA; SATHYA; PUSHPANATHAN, 

2015; GIRALDI  et al., 2011; GHOMI; GHASEMZADEH; ZAHEDI, 2013; LIBANORI, 

2011; NAKAMOTO, 2009; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 1994). 
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Figura 21: Imagem dos espectros de ZnO obtidos pela espectroscopia com transformada de Fourier (FTIR), 

para a síntese 1 (precipitação) e síntese 2 (ultrassom). 

 

 

Tabela 1: Atribuição das bandas provenientes do FTIR das sínteses de ZnONPs. 

 

# Número de onda (cm-1) Atribuição das bandas 

1 480-490 Estiramento da ligação Zn-O 

2 1320-1460 Grupo carxoxilato COO- 

3 1691 Ligação C=O 

4 2970-2987 Estiramento de CH de grupos alcanos 

5 3392-3490 Deformação axial do grupo O-H 
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Por último, a análise realizada foi do Potencial Zeta, como mostrado na Tabela 2 

a média dos valores obtidos. O equilíbrio no sistema é principalmente influenciado pelo 

pH. No caso das sínteses realizadas, o pH final foi ajustado para 7, ou seja, um pH neutro. 

Mas, para a medição do potencial Zeta preparou-se uma solução com as nanopartículas 

(0,001g de amostra para 10 ml de água). A estabilidade das suspensões de ZnO pode ser 

influenciada de várias maneiras. Nas duas sínteses os valores do Potencial Zeta foram 

bem próximos, apresentando um valor positivo em torno de 23 mV para a síntese 1 

(precipitação) e em torno de 26 mV para a síntese 2 (ultrassom). A estabilidade de 

partículas ocorre quando o valor do potencial Zeta é ≤ -30 mV ou ≥ 30 mV, caso o valor 

se encontre entre -30 mV e 30 mV indica a possibilidade de aglomeração de partículas, 

sendo a velocidade de aglomeração aumentada quanto mais próximo de zero for o valor 

do potencial Zeta. Logo, o valor médio obtido para a síntese pelo método de ultrassom, 

apesar de menor que 30mV, encontra-se mais próximo a este valor e mais distante de 

zero. Os dados obtidos do método de precipitação indicam maior aglomeração das 

partículas (DUKHIN, 2010; MARSALEK, 2014). 

 

Tabela 2: Média dos valores e o desvio padrão do Potencial Zeta (mV) obtidos em ambas as sínteses de 

ZnONPs. 

 

 Precipitação Ultrassom 

Potencial Zeta ZnONPs 

(mV) 

  26,6 ± 0,2  23,6 ± 0,2 

 

 

5.1.2 Nanopartículas de CuO 

 

As nanopartículas de CuO após serem sintetizadas foram caracterizadas. O 

primeiro dos métodos de caracterização foi o DRX, como mostrado na Figura 22, 

confirmando a presença das fases desejadas em todos os casos. Os difratogramas obtidos 

indicam a obtenção de CuO de acordo com a ficha cristalográfica JPDS 00-048-1548. 

Todos os métodos apresentaram a formação de CuO puro, com ausência de fases 

indesejadas (SAHAY et al., 2012; YU et al., 2007). 
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Figura 22: Difratogramas de raios X das amostras de CuO que foram sintetizadas por 3 métodos diferentes 

(Precipitação, Hidrotermal, Ultrassom). Os valores entre parênteses correspondem aos planos pertencentes 

aos ângulos de difração. O asterisco se refere aos planos que foram repetidos nas duas sínteses. 

 

As amostras foram analisadas por meio de microscopia eletrônica, podendo 

observar o tamanho, a forma e a distribuição das nanopartículas em todas as sínteses 

(Figuras 23, 24, 25 e 26). O tamanho das nanopartículas foram analisados por medições 

diretas do diâmetro das partículas a partir da contagem de 100 partículas utilizando-se as 

imagens. Como mostrado nos histogramas, a síntese 1 das CuONPs (síntese por 

precipitação) apresentou nanoplacas com espessura entre 20 e 15 nm, a síntese 2 (síntese 

por hidrotermal) entre 30 e 40 nm, a síntese 3 (síntese por ultrassom 3 h) entre 25 e 30 

nm e a síntese 4 (síntese por ultrassom 2 h) foi por volta de 10 nm. De forma geral, as 

nanopartículas apresentaram formato de bastões, porém há uma aglomeração maior na 

síntese por precipitação. Todavia, na síntese que utilizou o método da hidrotermal, as 

nanopartículas apresentaram um formato diferente das demais, parecendo nanoplacas. 

 As nanopartículas de CuO menores (tamanho de partícula 20 ± 1,24 nm) 

mostraram um efeito inibitório significativo contra bactérias Gram-negativas e positivas 

nos estudos de Azam e colaboradores (2012) e de Ahamed et al. (2014). 
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Figura 23: Síntese por precipitação de CuONPs. A) Imagem obtida pelo FEG. B) Distribuição das 

espessuras. 

 

   

Figura 24: Síntese por hidrotermal de CuONPs. A) Imagem obtida pelo FEG. B) Distribuição das 

espessuras. 

 

     

Figura 25: Síntese por ultrassom (3 h) de CuONPs. A) Imagem obtida pelo FEG. B) Distribuição das 

espessuras. 
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Figura 26: Síntese por ultrassom (2 h) de CuONPs. A) Imagem obtida pelo FEG. B) Distribuição das 

espessuras. 

 

A próxima caracterização realizada foi através do FTIR, na qual podemos 

observar os espectros obtidos (Figura 27 e Tabela 3).  A análise dos espectros 

apresentados na imagem abaixo, confirma a ligação Cu-O devido à presença das bandas 

na região de 650 a 400 cm-1. As bandas correspondentes ao #3 e #4 são resultantes do 

estiramento da ligação Cu-O em direção (-202) e no ponto #5 para a direção (202). As 

formações dessas bandas confirmam a obtenção do CuO com estrutura cristalina. A banda 

no ponto #1 está relacionada ao estiramento do grupo OH da água adsorvida, já o ponto 

#2 corresponde a deformação angular de OH (DAR et al., 2008; EL-TRASS et al., 2012; 

SANTOS, 2015). 
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Figura 27: Imagem dos espectros de CuO obtidos pela espectroscopia com transformada de Fourier (FTIR) 

sintetizadas por 3 métodos diferentes (Precipitação, Hidrotermal, Ultrassom). 

 

 

Tabela 3:  Atribuição das bandas provenientes do FTIR das sínteses de CuONPs. 

 

# Número de onda (cm-1) Atribuição das bandas 

1 3490-3450 OH absorvido 

2 1397-1430 Deformação angular da água absorvida 

3,4,5 650-400 Estiramento da ligação Cu-O 

 

 

Por último, a análise realizada foi do Potencial Zeta, como mostrado na Tabela 4 

a média dos valores obtidos. De acordo com os valores obtidos, apenas o método de 

ultrassom 2 h exibiu estabilidade, valor igual/ superior a 30mV. As demais sínteses 

apresentaram valores inferiores, não mostrando estabilidade em suspensão (ANANTH et 

al., 2015). 

 

Tabela 4: Média dos valores do Potencial Zeta obtidos em todas as sínteses de CuONPs. 

 

 Precipitação Hidrotermal Ultrassom 3h Ultrassom 2h 

Potencial Zeta 

(mV) 

26 ± 0,2 28 ± 0,2 28,1 ± 0,2 30,2 ± 0,2 

 

 

5.1.3 Nanopartículas de Ag 

  

 Os resultados obtidos no DRX com a síntese das nanopartículas de Ag são 

mostrados na Figura 28. Os picos de difração marcados na figura e que foram observados 

em ângulos de 38°, 44,1°, 64,39° e 77,51° pertencem aos planos (111), (200), (220), 

(311), respectivamente. Estes dados estão de acordo com os valores correspondente da 

ficha cristalográfica (Joint Committee on Powder Diffraction Standards file no. 04-0783) 

(EPIFANI et al., 2000; SUN; XIA, 2002). Já o primeiro pico a 22° confirma a presença 

da Sílica (SiO2) na matriz polimérica em seu estado amorfo, indicando que o método 

utilizado promoveu uma alta dispersão da prata em sua matriz. A sílica pode ser usada 

como suporte (carreador) para as NPs metálicas, devido a sua estrutura estável, elevada 
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superfície de contato, permitindo maior aproveitamento das propriedades específicas das 

NPs (ESPINOSA et al., 2004; NALLATHAMBI et al., 2011; SANTOS; LÔBO; CRUZ, 

2014). 
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Figura 28: Difratograma de raio X da amostra de Ag sintetizada pelo método de precipitação. Os valores 

entre parênteses correspondem aos planos pertencentes aos ângulos de difração.  

 

Em sequência a amostra foi analisada por meio de microscopia eletrônica de 

varredura (Figura 29). Como mostrado na imagem a seguir (item A), as AgNPs 

apresentaram formas esféricas definidas.  No histograma (item B) observou-se que as 

espessuras foram por volta de 30 a 40 nm. Os dados corroboram com a literatura, no qual 

assim como o formato circular encontrado nas imagens, o padrão da distribuição da 

espessura foi menor que 100 nm e com maior incidência por volta de 30 nm (ALMEIDA, 

2016; GARCIA; LÓPEZ; MONGE, 2011; SOLOMON et al., 2007). Além disso, pode 

ser visto que as nanopartículas estão bem dispersas, sem agregação (BECARO et al., 

2015). 

No trabalho de Shahverdi et al. (2007) o histograma do tamanho das 

nanopartículas de prata mostrou tamanhos entre 5 e 32 nm, sendo que o tamanho com 

maior frequência foi 22,5 nm. 
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Figura 29: Síntese por precipitação de AgNPs. A) Imagem obtida pelo FEG. B) Distribuição das 

espessuras. 

 

 A seguinte caracterização realizada foi o FTIR para compreender melhor as 

interações moleculares da nanopartícula (Figura 30 e Tabela 5). Os picos de absorção 

relacionam-se aos modos de vibração de alguns grupos funcionais presentes nas 

nanopartículas. A banda #1 correspondente ao intervalo 3416 – 3338 cm-1 é atribuída às 

vibrações de estiramento C-H e o O-H absorvido. Os picos em 1097 e 804 (#2 / #4) se 

referem à ligação Si-O. A banda #3 referente ao pico 952 cm-1 está relacionada ao modo 

de estiramento N-H dos grupos aminos.  Enquanto a banda #5 (476 cm-1) é característica 

da ligação Si-O-Si, evidenciando a absorção de SiO2 e sua respectiva ligação à prata 

(MARCATO et al., 2013; NALLATHAMBI et al., 2011; NETO; RIBEIRO; 

ZUCOLOTTO, 2008; VELMURUGAN et al., 2011;). As análises do FTIR confirmam 

os resultados do DRX, sugerindo a formação de materiais cristalinos amorfos e a 

incorporação de Ag na matriz da sílica (SANTOS; LÔBO; CRUZ, 2014). 
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Figura 30: Imagem dos espectros de Ag obtidos pela espectroscopia com transformada de Fourier (FTIR). 

 

Tabela 5: Atribuição das bandas provenientes do FTIR da síntese de AgNPs. 

# Número de onda (cm-1) Atribuição das bandas 

1 3416-3338 Estiramento C-H / O-H 

2/4 1097 e 804 Ligação Si-O 

3 952  Estiramento N-H  

5 476 Si-O-Si / Ag 

 

 

Por fim, a análise realizada foi do potencial Zeta, sendo que a média dos valores 

obtidos foi 29,6 ± 0,2 mV. O valor não foi igual/ superior a 30mV, porém próximo. De 

acordo com outros trabalhos isso demonstra uma amostra quase estável sem agregação 

de nanopartículas, fato que pode ser observado na imagem obtida pelo FEG (NETO, 

2010; KIM et al., 2007; SADOWSKI et al., 2008). 

 

5.2 Atividade antimicrobiana 

 

5.2.1 Nanopartículas de ZnO 

 

Teste de difusão em ágar 



47 
 

 

 As nanopartículas de óxido de zinco sintetizadas foram avaliadas quanto aos seus 

potenciais antimicrobianos. Para isso foi realizado o teste de difusão com todas as 

amostras e observados se houve ou não a formação dos halos de inibição, e se houve, qual 

foi o valor de seu diâmetro. Nas figuras a seguir pode-se visualizar a imagem das placas 

após serem incubadas na estufa 35 ± 0,5ºC por um período de 24 h (Figuras 31 e 32).  

 A síntese realizada pelo método de precipitação mostrou inibição de S. aureus; 

enquanto que a síntese realizada pelo método de ultrassom, a formação do halo de inibição 

ocorreu na S. aureus, todavia, apareceu um pequeno halo na E. faecalis. Ou seja, para as 

ZnONPs a formação da zona de inibição ao redor das nanopartículas ocorreu para a 

bactéria Gram-positiva, sendo que no método de ultrassom ocorreu para ambas as Gram-

positivas, confirmando uma eficiência maior deste último método, provavelmente devido 

ao tamanho menor das nanopartículas obtidas. Segundo sugerido no trabalho de Azam et 

al. (2012), a atividade antimicrobiana dos nanomateriais aumentaram com o aumento da 

relação superfície/volume, devido à diminuição do tamanho das NPs. 

 Uma maior sensibilidade das bactérias Gram-positivas para as nanopartículas de 

ZnO também foi constatado em outros trabalhos sugerindo uma forte afinidade entre as 

ZnONPs e as células bacterianas de S. aureus e E. faecalis (ADAMS et al., 2006; 

PREMANATHAN et al., 2011; REDDY et al., 2007; SAWAI, 2003). 

 Quanto as bactérias Gram-negativas não foi possível visualizar a formação de 

halos para essas nanopartículas nesse estudo realizado. Assim como constatado no estudo 

de Azam et al. (2012) e Premanathan et al. (2011), esse resultado pode ser indicativo de 

que as cepas Gram-negativas apresentam uma maior resistência/tolerância contra 

nanomateriais, como o ZnO. A influência do tamanho da partícula para S. aureus é menor 

do que para E. coli, reforçando o fato da maior resistência da bactéria Gram-negativa à 

ação da nanopartícula (YAMAMOTO, 2001). 

 



48 
 

 

             

Figura 31: Teste do halo de inibição para a síntese 1 das ZnONPs (precipitação), evidenciando a formação 

do halo para bactérias S. aureus. 

 

 

                

Figura 32: Teste do halo de inibição para a síntese 2 das ZnONPs (ultrassom), evidenciando a formação 

do halo para bactéria S. aureus e para E. faecalis. 

 

 Na Tabela 6 consta a média dos valores obtidos dos diâmetros nas bactérias que 

formaram os halos de inibição. 
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Tabela 6: Média dos diâmetros (mm) dos halos de inibição das sínteses de ZnONPs. O símbolo (-) significa 

ausência (não foi possível visualizar). 

 

                     Bactérias   

Síntese     S. aureus  E. faecalis  E. coli Salmonella 

Precipitação  14 mm ± 0,05          -      -          - 

Ultrassom  12 mm ± 0,05 5 mm ± 0,05      -          - 

 

 

Teste de agitação em frasco 

 O teste de agitação em frasco foi realizado com as nanopartículas de ZnO 

sintetizadas pelo método de ultrassom. A contagem das colônias de bactérias para o 

controle (C0) foi realizada na diluição 10-8; para C1(100 μg/ml) foi na diluição 10-6; para 

C2 (200 μg/ml) na diluição 10-4; enquanto para C3 (500 μg/ml) na 10-3. Ou seja, podemos 

observar uma diminuição gradativa da diluição em que houve a contagem em relação ao 

aumento da concentração de nanopartícula.   

 Na Figura 33 segue o gráfico gerado por meio da análise estatística dos resultados 

obtidos com a contagem das colônias da bactéria S. aureus sob ação das nanopartículas 

de ZnO.  Por meio da análise do gráfico é possível interpretar em dados o que foi 

visualizado no plaqueamento a cima. A porcentagem de inibição na concentração C1 em 

relação ao controle foi em torno de 99 %, chegando a aproximadamente 100% na C3, 

porém, um pouco menos que 350 μg/ml já era possível chegar nessa porcentagem 

máxima. Ou seja, o teste de agitação em frasco com nanopartículas de ZnO para a bactéria 

S. aureus foi possível obter resultados satisfatórios de inibição, compatível com os 

resultados de Jones et al. (2008). 

 De acordo com os estudos de Jones e colaboradores (2008), nanopartículas de 

ZnO com tamanho de partículas menores (por volta de 8 mm de diâmetro) apresentaram 

mais de 95% de inibição do crescimento de S. aureus a uma concentração de 80 μg/ml; 

enquanto que nanopartículas maiores (50-70 nm) mostraram apenas 40% de inibição a 

uma concentração de 400 μg/ml. Ou seja, apesar da concentração de nanopartículas 

interferirem na atividade antimicrobiana, o tamanho das nanopartículas também afetam. 

 No trabalho de Navale et al. (2015) no teste para verificar a atividade 

antimicrobiana, a bactéria S. aureus foi incubada por um período de 4 h com diferentes 

concentrações de ZnO.  De acordo com a contagem de células viáveis, a S. aureus perdeu 
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sua viabilidade a 60 e 100 μg/ml de ZnONPs, apresentando uma perda de 95% de sua 

viabilidade em relação ao controle. 

 Nos estudos de Raghupthi e colaboradores (2011), as células viáveis de S. aureus 

foram determinadas por plaqueamento de culturas das células na concentração de 480 

μg/ml de ZnONPs de tamanhos diferentes de NPs. Conforme o tamanho das 

nanopartículas diminuem, a porcentagem de células viáveis também decresce. Quando a 

NP tem um diâmetro de 12 nm, a redução das células viáveis chega a quase 90% em 

relação ao controle.  

 Existem duas condições para a interação entre ZnO e S. aureus: a afinidade da 

nanopartícula com a membrana da bactéria e a sensibilidade desse microrganismo ao 

estresse oxidativo causado pelo H2O2. Alguns trabalhos indicam que nanopartículas de 

ZnO geram água oxigenada, conhecidas como espécies reativas de oxigênio (ROS), e 

uma área de superfície maior da NP resultará em mais ROS na superfície do ZnO e, 

portanto, uma maior atividade antimicrobiana (OHIRA et al., 2008). Segundo Russel 

(2003), bactérias Gram-negativas mostraram menor sensibilidade a espécies reativas de 

oxigênio (ROS) quando comparado a bactérias Gram-positivas. Uma das principais 

razões para esta maior resistência é a diferença estrutural na membrana de ambas as 

bactérias (PADMAVATHY E VIJAYARAGHAVAN, 2008; YAMAMTO, 2001). 

 As espécies reativas de oxigênio (ROS) são produtos naturais do metabolismo de 

organismos respiradores. Enquanto níveis pequenos podem ser controlados pelas defesas 

antioxidantes das células, um excesso da produção de ROS pode conduzir a um estresse 

oxidativo. A adição de radicais livres pode atacar lipídios da membrana e ocasionar uma 

ruptura desta e prejudicar a função mitocondrial ou causar danos ao DNA (GOMAA, 

2016; KIM et al., 2007; NEL et al., 2006). 

 Baseando-se nos estudos de Raghupathi et al. (2011) e Roseli et al. (2003), tanto 

a produção de ROS como a acumulação ou deposição de ZnONPs na superfície de S. 

aureus ou no citoplasma leva a inibição do crescimento bacteriano ou a morte celular. 
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Figura 33: Gráfico da porcentagem de inibição da bactéria S. aureus em relação ao controle nas diferentes 

concentrações de ZnONPs utilizadas no experimento. 

 

 Para bactéria E. coli, a contagem de colônias no controle (C0) foi realizada na 

diluição 10-8, assim como para a C1. Na C2 e na C3 a contagem foi na diluição 10-7. Já é 

possível observar uma grande diferença entre os resultados obtidos com o plaqueamento 

da S.aureus, evidenciando uma menor inibição com a E. coli.  

 Segundo o estudo de Zhang et al. (2008) e Stoimenov et al. (2002) a interação 

entre as ZnONPs e a E. coli são causadas por forças eletrostáticas. A carga das células 

bacterianas é negativa, devido ao excesso de grupos carboxílicos que são dissociados e 

fornecem uma carga negativa para a superfície da célula. Por outro lado, as nanopartículas 

de ZnO têm uma carga positiva, com Potencial Zeta entre 26 e 14 mV. Como resultado, 

cargas opostas entre a bactéria e a nanopartícula geram forças eletrostáticas levando a 

uma forte ligação e consequentemente ocasionando danos na membrana celular. Além 

disso, após a interação há uma ruptura da parede celular e a internalização das 

nanopartículas nas células bacterianas, causando danos como paredes celulares 

desorganizadas, morfologia alterada, vazamento intracelular, indução do estresse 

oxidativo, resultando na inibição do crescimento e eventualmente, na morte celular em 

alguns casos (BRAYNER et al., 2006; HUANG et al., 2008; XIE et al., 2011). 

 O gráfico gerado por meio da análise estatística dos resultados obtidos com a 

contagem das colônias da bactéria E. coli sob ação das nanopartículas de ZnO pode ser 

visualizado a seguir (Figura 34). A porcentagem de inibição para a C1 em relação ao 

98,8

99,0

99,2

99,4

99,6

99,8

100,0

100 150 200 250 300 350 400 450 500

%
 In

ib
iç

ão
 S

. A
u

re
u

s

Concentração (µg/ml)

ZnO

Observado

Ajustado



52 
 

 

controle foi em torno de 55%, para a C2 70% e para a C3 não chega a 90%. Ou seja, 

baseando no valor ajustado, para chegar a uma inibição de aproximadamente100% é 

necessária uma elevada concentração de nanopartícula, a cima de 500 μg/ml. 

 Os resultados são consistentes com outros estudos nos quais as nanopartículas de 

ZnO exibiram uma crescente atividade antimicrobiana contra a E. coli conforme o 

aumento da concentração de NPs.  No estudo de Liu et al. (2009) concentrações 

superiores a 240 μg/ml pode inibir significativamente o crescimento da bactéria E. coli 

por volta de 80%. A eficácia inibitória das ZnONPs está relacionada diretamente com as 

concentrações de NP, assim como com o seu tamanho diminuto (BRAYNER et al., 2006; 

LIU et al., 2009; ZHANG et al., 2007). 

 Uma outra possível explicação para o aumento da resistência à atividade do ZnO 

observada na E. coli quando comparada com a S. aureus é devido a diferenças na 

polaridade da membrana celular, uma vez que a S. aureus tem menos carga negativa do 

que a E. coli. Logo, isso permitiria um maior nível de penetração de radicais livres 

carregados negativamente, como íons de peróxido, que causam danos e morte celular em 

S. aureus em concentrações abaixo da necessária para causar o mesmo efeito na E. coli 

(SONOHARA et al., 1995; GORDON et al., 2011). 

 A não inibição das bactérias Gram-negativas observado nos resultados, pode ser 

influenciada pela concentração das nanopartículas. No estudo de Reddy et al. (2007) 

sobre a toxicidade das nanopartículas de ZnO em E. coli e S. aureus, os resultados 

mostraram que para a inibição do crescimento da E. coli foi necessário concentrações 

maiores que 3,4 mM, enquanto que o crescimento de S. aureus foi completamente inibido 

em concentrações maiores que 1mM. No trabalho de Xie et al. (2011), para E coli e 

Salmonella, concentrações maiores das nanopartículas ZnO foram necessárias para 

redução de células viáveis. 

 Segundo Raghupathi e colaboradores (2011), as nanopartículas de ZnO são 

capazes de retardar o crescimento da E. coli devido à desorganização da membrana 

bacteriana que aumenta a sua permeabilidade levando ao acúmulo de NPs na região 

intracelular. 
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Figura 34: Gráfico da porcentagem de inibição da bactéria E. coli em relação ao controle nas diferentes 

concentrações de ZnONPs utilizadas no experimento. 

 

5.2.2 Nanopartículas de CuO 

 

Teste de difusão em ágar 

 Da mesma forma que para as nanopartículas de óxido de zinco, a seguir são 

apresentados os resultados do teste de difusão para avaliação do potencial antimicrobiano 

das nanopartículas de CuO. As imagens abaixo se referem às sínteses realizadas 

(precipitação, ultrassom 2 h e 3h e hidrotermal) mostrando o resultado das placas de Petri 

após a incubação (Figuras 35 a 38).  

 A síntese realizada pelo método de hidrotermal mostrou inibição nas bactérias S. 

aureus e E. faecalis, ou seja, em ambas Gram-positivas. Já as sínteses realizadas pelo 

método de precipitação e ultrassom (3 h e 2 h) mostraram a formação do halo de inibição 

nas bactérias Gram-positivas e levemente na E.coli, uma Gram-negativa. Dessa maneira, 

dentre os métodos, os que mais se destacam foram os realizados por precipitação e 

ultrassom.  

 Os resultados foram similares com os encontrados para as nanopartículas de ZnO, 

no qual o tamanho das nanopartículas estão diretamente relacionados com o aumento da 

atividade antimicrobiana, destacando que os métodos de ultrassom obtiveram 

nanopartículas menores em relação aos demais (AZAM et al., 2012). O efeito foi mais 
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pronunciado para as bactérias Gram-positivas, assim como nos experimentos de Azam et 

al. (2012) sugerindo uma maior sensibilidade dessas bactérias em comparação as Gram-

negativas com os nanomateriais testados.  

 A presença de uma zona de inibição indica que o mecanismo de ação das 

nanopartículas de CuO envolve a interação eletrostática e a ruptura da integridade da 

membrana bacteriana (HARIKUMAR; ARAVIND, 2016; THILL et al., 2006). 

 No trabalho de Ahamed (2014), as nanopartículas de CuO foram testadas sobre 

uma gama de bactérias para o teste de difusão e alguns mostraram mais sensibilidade do 

que outras, como a E. faecalis. 

 Para Azam e colaboradores (2012), o tamanho da nanopartícula está estritamente 

relacionado com a formação da zona de inibição e seu respectivo diâmetro. Em seu 

trabalho nanopartículas menores (tamanho de partícula 20 ± 1,24 nm), obtiveram halos 

de inibição maior, em destaque para a bactéria S. aureus. Semelhante ao que foi obtido 

neste trabalho, as nanopartícula de menores tamanhos obtidas pelo método de ultrassom 

mostraram uma zona de inibição maior e também um efeito sobre mais bactérias. 

 A variação na sensibilidade ou resistência entre as bactérias Gram-positivas e 

negativas devem estar relacionados às diferenças na estrutura celular, a fisiologia, 

metabolismo, assim como ao grau de contato dos microrganismos com as nanopartículas. 

Por exemplo, a maior sensibilidade das bactérias Gram-positivas as CuONPs tem sido 

atribuída à maior abundância de aminas e grupos carboxila na superfície celular e maior 

afinidade do cobre por esses grupos. As bactérias Gram-negativas, como no caso a E. coli 

e a Salmonella, tem uma membrana externa à parede celular que possui uma importante 

capacidade de resistir a agentes antimicrobianos (BEVERIDGE; MURRAY, 1980; 

LIANG et al., 2012). Além disso, outros fatores como a taxa de difusão de nanopartículas 

também podem afetar a deformação bacteriana de forma diferente (AZAM et al., 2012). 
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Figura 35: Teste do halo de inibição para a síntese 1 das CuONPs (precipitação), evidenciando a formação 

do halo para a bactéria S. aureus, E. faecalis e E. coli. 

 

 

                

Figura 36: Teste do halo de inibição para a síntese 2 das CuONPs (hidrotermal), evidenciando a formação 

do halo para a bactéria S. aureus e E. faecalis. 
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Figura 37: Teste do halo de inibição para a síntese 3 das CuONPs (ultrassom 3 h), evidenciando a formação 

do halo para a bactéria S. aureus, E. faecalis e para E. coli. 

 

               

Figura 38: Teste do halo de inibição para a síntese 4 das CuONPs (ultrassom 2 h), evidenciando a formação 

do halo para a bactéria S. aureus, E. faecalis e E. coli.  
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 Na Tabela 7 constam os valores obtidos dos diâmetros medidos nas bactérias que 

formaram os halos de inibição.  

 

Tabela 7: Média dos diâmetros (mm) dos halos de inibição das sínteses de CuONPs. O símbolo (-) significa 

ausência (não foi possível visualizar). 

 

                   Bactérias   

Síntese S. aureus E. faecalis E. coli Salmonella 

Precipitação 8,8 mm ± 0,05 10,8 mm ± 0,05 4,5 mm ± 0,05            - 

Hidrotermal 6,8 mm ± 0,05 10 mm ± 0,05           -            - 

Ultrassom 3 h 9,6 mm ± 0,05 13 mm ± 0,05 4,8 mm ± 0,05            - 

Ultrassom 2 h 6,6 mm ± 0,05 7,8 mm ± 0,05 5,2 mm ± 0,05            - 

 

 

Teste de agitação em frasco 

 O teste de agitação em frasco foi realizado com as nanopartículas de CuO 

sintetizadas pelo método de ultrassom 2 h. Para o controle (C0) as colônias de bactérias 

foram contadas na diluição 10-7; para a C1 foi na diluição 10-4; enquanto que para a C2 e 

C3 a contagem foi na diluição 10-3. Já é possível observar uma inibição gradativa em 

relação ao controle. 

  Na Figura 39 temos o gráfico gerado por meio da análise estatística dos resultados 

obtidos com a contagem das colônias da bactéria S. aureus sob ação das nanopartículas 

de CuO. Para a concentração inicial utilizada (C1) a inibição em relação ao controle já é 

elevada; enquanto para C2 e C3, a inibição é aproximadamente 100%.  

 No trabalho de Das e colaboradores (2013) foi realizado uma curva de crescimento 

bacteriano para S. aureus a concentrações de 1mg/ml, 2,5mg/ml e 4mg/ml de 

nanopartículas de CuO monitorada de 3 em 3 h. No caso houve um retardo do crescimento 

bacteriano nessas concentrações após 9h. 
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Figura 39: Gráfico da porcentagem de inibição da bactéria S. aureus em relação ao controle nas diferentes 

concentrações de ZnONPs utilizadas no experimento. 

 

 Para E. coli, a contagem das colônias para o controle (C0) foi na diluição 10-8; 

enquanto para as concentrações C1, C2 e C3 a contagem foi realizada na diluição 10-7. 

Observa-se também, assim como nas nanopartículas de ZnO, uma grande diferença de 

inibição. 

 O gráfico gerado por meio da análise estatística dos resultados obtidos com a 

contagem das colônias da bactéria E. coli sob ação das nanopartículas de CuO pode ser 

visualizado a seguir (Figura 40). Para a concentração inicial de 100 μg/ml a inibição em 

relação ao controle foi em torno de 75 % (um pouco a mais em relação a nanopartícula 

de ZnO); para a C2 temos uma inibição de 83% (para ZnONPs foi de 70%); enquanto na 

C3 observamos uma inibição de 90% (não chegou a 90% para as ZnONPs).  

 A atividade das nanopartículas de cobre depende da combinação de vários fatores, 

como a concentração de NPs e a concentração bacteriana. Uma pureza elevada da NP, 

diminui a aglomeração e aumenta seu efeito antimicrobiano. A menor aglomeração 

fornece um aumento da área de superfície disponível para a interação com as membranas 

bacterianas carregadas negativamente e as de íons de cobre. Esta interação leva a ruptura 

da membrana e a desnaturação de proteínas. Os íons de cobre dentro das células 

bacterianas podem se ligar as moléculas do DNA, desorganizando a sua estrutura 

(HOSSEINKHANI et al., 2010; ZARCHI et al., 2010). Os íons estimulam o 

desenvolvimento de formas reativas de oxigênio que causam mais danos às células 
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bacterianas (DUPONT; GRASS; RENSING, 2011; KIM et al., 2000; KOCH et al., 2005; 

STOHS; BAGCHI, 1995; WANG et al., 2011). 

 A superfície das células bacterianas tem uma abundância de grupos amina e 

carboxila e o cobre tem uma alta afinidade por estes grupos (PANDIYARAJAN et al., 

2013). 

 No trabalho de Das e colaboradores (2013), o retardo do crescimento bacteriano 

para E. coli ocorreu com uma concentração de 1mg/ml, após 9 h de incubação. E para 

uma concentração de 4mg/ml aconteceu após 3 h em relação ao controle. Apesar da 

inibição ocorrer em um período menor de tempo, vale ressaltar que a concentração foi 

mais elevada em relação as realizadas no atual trabalho. O efeito antibacteriano das 

nanopartículas de CuO aumenta conforme a concentração se eleva, provavelmente devido 

a quantidade maior de radicais livres em contato com a membrana bacteriana ocasionado 

a ruptura (DAS et al., 2013; PANDIYARAJAN et al., 2013; RES et al., 2009). 

 

 

Figura 40: Gráfico da porcentagem de inibição da bactéria E. coli em relação ao controle nas diferentes 

concentrações de CuONPs utilizadas no experimento. 

 

5.2.3 Nanopartículas de Ag 

 

Teste de difusão em ágar 

 O resultado do teste de difusão para as nanopartículas de prata pode ser 

visualizado na Figura 41.  A síntese realizada mostrou a formação de um nítido halo de 
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inibição em ambas as bactérias Gram-positivas, S. aureus e E. faecalis. Enquanto para as 

bactérias Gram-negativas, E. coli e Salmonella, pode-se observar a formação de um sútil 

halo de inibição. Em seguida, na Tabela 8, estão os valores da média dos diâmetros dos 

halos de inibição. 

 Nos estudos de Gomma (2017) para avaliação da atividade antimicrobiana das 

AgNPs, a formação do halo de inibição para a bactéria S. aureus foi de 17 mm ± 0,16; 

enquanto para E. coli foi de 15 mm ± 0,3 e para Salmonella 12 mm ± 0,02.  Uma 

sensibilidade mais elevada foi verificada para a bactéria S. aureus. Segundo Gomma 

(2017) e Pal e colaboradores (2007), a eficácia das nanopartículas de prata pode ser 

atribuída ao pequeno tamanho da NP e consequentemente uma maior área superficial, 

sendo que a média do tamanho das nanopartículas de prata obtidas foi por volta de 18 nm. 

 

                 

Figura 41: Teste do halo de inibição para a síntese de AgNPs, evidenciando a formação do halo de inibição 

para a as bactérias Gram-positivas (azul) e para as bactérias Gram-negativas (vermelho). 

 

Tabela 8: Média dos diâmetros (mm) dos halos de inibição da síntese de AgNPs. 

                     Bactérias   

Síntese     S. aureus  E. faecalis  E. coli Salmonella 

Precipitação  12,4 mm ± 0,05 9,7 mm ± 0,05 8,6 mm ± 0,05 8,1 mm± 0,05 
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Teste de agitação em frasco 

 O teste de agitação em frasco foi realizado com as nanopartículas de Ag 

sintetizadas pelo método de precipitação.  Para o controle (C0) a contagem das colônias 

foi realizada na diluição 10-8; para a C1 foi na diluição 10-5; já para a C2 e C3, na diluição 

10-4. Ou seja, houve também uma inibição gradativa em relação ao controle. 

 O gráfico gerado por meio da análise estatística dos resultados obtidos com a 

contagem das colônias da bactéria S. aureus sob ação das nanopartículas de Ag pode ser 

visualizado a seguir (Figura 42). A concentração C1 teve uma elevada inibição em relação 

ao controle, menos que 100%, enquanto nas outras concentrações, C2 e C3 já obtivemos 

uma inibição de aproximadamente 100%. Mas com uma concentração em torno de 180 

μg/ml já seria possível obter uma inibição máxima. 

 Nos estudos de Dúran e colaboradores (2010), a atividade inibitória das 

nanopartículas de prata no crescimento da bactéria S. aureus foi significativa em 

concentrações maiores que 260 μg/ml de NPs. Este estudo também sugeriu que a geração 

de radicais livres está envolvida com o mecanismo de ação das nanopartículas de Ag, 

devido ao estresse oxidativo que causa à bactéria (LOK et al., 2006; KIM et al., 2007). A 

maior eficiência das nanopartículas de prata é devido à maior área de superfície disponível 

para as interações (DURÁN et al., 2010; GADE et al., 2008). A penetração da 

nanopartícula na parede celular da bactéria é depende do seu tamanho e essa facilidade 

da penetração foi observada também em outros estudos, como o de Baker et al. (2005), 

Choi e Hu (2008), Morones et al. (2005) e Sondi e Salopek-Sondi (2004). 

 Alguns trabalhos apontam que os possíveis alvos moleculares dos íons de prata 

podem ser os grupos tiol, principais enzimas respiratórias. A porção fosfolipídica da 

membrana bacteriana também é um possível local de ação das AgNPs (DURÁN et al., 

2010; LOK et al., 2006). 
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Figura 42: Gráfico da porcentagem de inibição da bactéria S. aureus em relação ao controle nas diferentes 

concentrações de AgNPs utilizadas no experimento. 

 

 Com relação a bactéria E. coli, para o controle, a contagem das colônias de 

bactérias foi realizada na diluição 10-8, enquanto para as concentrações C1, C2 e C3 foi 

na diluição 10-7. Ou seja, uma inibição menor do que o resultado obtido com a bactéria S. 

aureus. 

 O gráfico da análise estatística dos resultados obtidos com a contagem das 

colônias da bactéria E. coli sob ação das nanopartículas de Ag pode ser visualizado a 

seguir (Figura 43). Para a C1 foi obtido uma inibição em relação ao controle em torno de 

45% (menor do que as demais nanopartículas), para a C2 em torno de 73% de inibição 

(quase igual à do ZnO) e na C3 uma inibição de quase 90% (mesmo padrão das demais 

nanopartículas). 

 

98,8

99,0

99,2

99,4

99,6

99,8

100,0

100 150 200 250 300 350 400 450 500

%
 In

ib
iç

ão
 S

. A
u

re
u

s

Concentração (µg/ml)

Ag

Observado

Ajustado



63 
 

 

 

Figura 43: Gráfico da porcentagem de inibição da bactéria E. coli em relação ao controle nas diferentes 

concentrações de AgNPs utilizadas no experimento. 

 

 No trabalho de Morones et al. (2005) foi demonstrado que a concentração de 

nanopartículas de Ag para inibir o crescimento bacteriano varia de acordo com o tipo de 

bactéria. Mas todas as bactérias utilizadas em seu estudo, dentre elas a E. coli, não 

apresentaram um crescimento significativo em concentrações de NPs acima de 75 μg/ml. 

Também afirmam que a atividade antimicrobiana das AgNPs é dependente do tamanho, 

em seu trabalho obtiveram NPs por volta de 10-20 nm. 

 No trabalho de Gomma (2017) a avaliação da atividade de nanopartícula de Ag 

mostrou que o crescimento bacteriano tanto da E. coli como da S. aureus tratadas com 25 

μg/ml de AgNPs foi ligeiramente inferior que o controle, enquanto que quando tratadas 

com 50 e 100 μg /ml de NPs, o crescimento bacteriano foi grandemente inibido. 

 Nos estudos de Sondi e Salopek-Sondi (2004), diferentes concentrações de 

nanopartículas de Ag foram avaliadas em relação ao número de colônias formadas pela 

bactéria E. coli e a influência em seu respectivo crescimento. A concentração de 10 μg/ml 

inibiu 70% do crescimento bacteriano; e uma concentração de 50-60 μg /ml causou 100% 

de inibição. Em seu estudo as nanopartículas de prata apresentaram um tamanho de 12 

mm de diâmetro. Há relatos na literatura que a atração eletrostática entre as bactérias 

carregadas negativamente e as nanopartículas carregadas positivamente é considerado um 

mecanismo importante para a atividade antimicrobiana de nanomateriais como a prata. 

 (HAMOUDA; BAKER, 2000; STOHS; BAGCHI, 1995; STOIMENOV et al., 2002). 
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 Quando a E. coli é tratada com nanopartículas de óxido de metais a membrana 

bacteriana mostra um aumento significativo da permeabilidade, sendo que a célula se 

torna incapaz de regular o transporte. A membrana externa presente na E. coli fornece 

uma barreira de permeabilidade eficaz (SONDI; SALOPEK-SONDI 2004). 

 Feng e colaboradores (2000) observaram que a membrana celular se destacou da 

parede celular bacteriana e formou lacunas em sua extensão quando colocou cepas de E. 

coli e S. aureus em contato com íons de prata. 

 A ação antimicrobiana está relacionada com as diferenças estruturais entre as 

Gram-positivas e Gram-negativas, devido à espessura da camada de peptideoglicano. As 

bactérias Gram-positivas exibem uma camada de cerce de 30 nm, enquanto as negativas 

possuem uma camada fina, porém exibem uma membrana externa (BECARO et al., 2015) 

 Para o mecanismo de ação, Sondi e Salopek-Sondi, verificaram que as AgNPs têm 

propensão em ancorar na parede celular bacteriana onde em seguida a penetra, causando 

alterações estruturais na membrana celular, como a permeabilidade e a morte da célula. 

Esta ação resulta na formação de “poços” na superfície celular, a qual é encontrada 

acumulação de nanopartículas (PRABHU; POULOSE, 2012). 

 Danicauk e colaboradores (2006) propuseram que o fato das AgNPs formarem 

radicais livres também pode ser considerado um mecanismo de ação. Ao entrar em 

contato com as bactérias a Ag forma radicais livres, e estes têm a habilidade de danificar 

a membrana celular, tornando-a poroso e consequentemente levando a morte celular 

(KIM et al., 2007).  

 A liberação dos íons de Ag pela nanopartículas pode interagir com o grupo tiol de 

várias enzimas vitais as inativando-as, além disso, as células bacterianas ao entrar em 

contato com a Ag absorvem íons, a qual inibe as funções celulares (PRABHU; 

POULOSE, 2012; SONDI; SALOPEK-SONDI, 2004). 

 A membrana das bactérias é conhecida por conter muitas proteínas contendo 

enxofre, estes podem ser locais preferenciais para as AgNPs. Por outro lado, 

nanopartículas encontradas no interior também tendem a reagir com outras proteínas 

contendo enxofre, bem como com compostos contendo fósforo, como o DNA. A 

interação das NPs com o enxofre e fósforo do DNA pode levar a problemas na replicação 

e por fim, a morte celular. (FENG et al., 2000; PRABHU; POULOSE, 2012). 

 As mudanças na morfologia apresentadas na membrana bacteriana, bem como os 

possíveis danos causado pelas AgNPs que reagem com o DNA afetará processos como a 

cadeia respiratória, podendo ocasionar a morte celular (MORONES et al., 2005). 
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Alguns estudos sobre o mecanismo de ação dos íons de prata (Ag+) em bactérias relatam 

que o efeito inibitório do Ag+ está relacionado também com a atração eletrostática entre 

a parede celular carregada negativamente e a carga positiva dos íons (DIBROV, 2002; 

KIM et al., 2007). 
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6 CONCLUSÃO 

 

 De acordo com os resultados apresentados na seção anterior, na literatura utilizada 

e nos objetivos propostos, pode se concluir que: 

 

• As sínteses que apresentaram menores nanopartículas foram: ultrassom para 

ZnONPs (15 nm); ultrassom 2 h para CuONPs (10 nm) e precipitação para AgNPs 

(35 nm). 

• A atividade antimicrobiana das nanopartículas utilizadas mostraram maior 

inibição para as bactérias Gram-positivas em relação as Gram-negativas em 

ambos os testes.  

• No teste de difusão (teste qualitativo), apenas as AgNPs formaram halos para 

todas as bactérias estudadas. 

•  No teste de agitação em frasco (teste quantitativo) para S. aureus as 

nanopartículas testadas obtiveram uma inibição de aproximadamente 100% em 

relação ao controle com uma concentração menor para CuO e AgNPs. Para a E. 

coli com a maior concentração estudada das NPs, foi possível uma inibição por 

volta de 90% em relação ao controle para as três NPs. 

• Assim como a Ag, as nanopartículas testadas de ZnO e CuO mostraram-se como 

potenciais agentes antimicrobianos.  

• As NPs testadas podem ser consideradas de grande importância com o propósito 

de investir em processos que retardam/inibem o crescimento de microrganismos, 

aplicando no desenvolvimento de embalagens antimicrobianas para o 

armazenamento de alimentos.  
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