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Resumo

Neste trabalho, nanoparticulas de ferrita mista cobre-prata foram estudas como uma
opcdo viavel de material bactericida reciclavel. As nanoparticulas Cu-Ag foram
sintetizadas pelo método de combustdo em solucédo e caracterizadas via difracédo de
Raios-X. Ensaios in vitro foram estabelecidos como meio de avaliagdo do potencial de
interacdo e da taxa média de inibicdo nas cepas S. Aureus e P. Aeruginosa, usando
o método de difusdo em meio agar liquido. Analise por densidade Optica mostrou as
comparacdes de quantidades relativas das cepas que foram eliminadas ou inibidas
através dos mecanismos fisicos das amostras. Resultados preliminares foram
comparados com trabalhos semelhantes na literatura, indicando que a eficiéncia
antibacteriana do material depende tanto do contato das particulas com a membrana
celular das bactérias quanto do tamanho médio de cristalito das ferritas.
Palavras-chave: Nanoparticulas de ferrita; Ferrita de prata-cobre; Efeito
antibacteriano; Sintese por combustéao.

EVALUATION OF ANTIBACTERIAL POTENTIAL OF FERRITE NANOPOWDERS
Cu-Ag AGAINST S. Aureus AND P. Aeruginosa

Abstract

Nanosized particles of silver-copper ferrite were studied as a viable option of recyclable
bactericide material. The Cu-Ag nanoparticles was synthesized by homogeneous
combustion technique and characterized by X-ray diffraction. Tests in vitro were
established as an evaluation of the interaction potential and average inhibition ratio on
S. Aureus and P. Aeruginosa strains, using the agar liquid solution diffusion method.
The optical density analyses show the comparatives of relative amounts of total strains
eliminated or inhibited through the material mechanisms. The primary results were
compared with similar works on literature, suggesting that the antibacterial efficiency
depends on contact of the particles with on the bacteria cell membranes, as well as on
ferrites crystallite size.

Keywords: Ferrite nanoparticles; Silver-copper ferrite; Antibacterial effects;
Combustion synthesis.

1 Bacharel em Fisica, Mestre em Engenharia Nuclear, doutorando em Ciéncia dos Materiais, Secdo
de Engenharia Mecénica e de Materiais, Instituto Militar de Engenharia, Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

2 Bidloga, Doutora em Biologia, pesquisadora do Laboratério de Bioguimica e Bioprospeccédo de
Fungos, Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

3 Engenheira Civil, Mestre em Ciéncia dos Materiais, doutoranda em Ciéncia dos Materiais, Secdo
de Engenharia Mecénica e de Materiais, Instituto Militar de Engenharia, Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

4 Bacharel em Fisica, Doutor em Ciéncia dos Materiais, professor e pesquisador da Secéo de
Engenharia Mecénica e de Materiais, Instituto Militar de Engenharia, RJ, Brasil.

2274



1 INTRODUCAO

A resisténcia de microrganismos nos tratamentos antibidticos conhecidos
amplamente, tornou-se, nas Ultimas décadas, um problema real de eventos
potencialmente prejudiciais a satde humana. Como resultado, crescentes ocorréncias
de genes com maior resisténcia aos antibioticos sdo encontradas em algumas
espécies de bactérias presentes no contato com seres humanos e outros animais [1].

Com efeito, em maio de 2014 a Organizacdo Mundial da Saude publicou seu
primeiro relatorio quantificando a ameaca da resisténcia bacteriana em 114 paises,
sinalizando uma situagdo alarmante perante a resisténcia bacteriana em todas as
regides do mundo [2]. De acordo com Raffi et al (2009), tal quadro se configura mais
grave ainda quando a imunidade de certos micro-organismos decorre propriamente
do uso indiscriminado de antibiéticos contra qualquer patégeno, o que acaba por
provocar efeitos secundarios que refletem na crescente resisténcia bacteriana a
muitos antibioticos.

Vislumbrando a necessidade de se buscar novas alternativas para o controle e
combate a proliferacdo de bactérias e fungos em ambientes ndo totalmente
controlados, varios trabalhos foram publicados utilizando os conceitos da interacdo de
materiais nanoestruturados com esses microrganismos e estudando 0s possiveis
efeitos oriundos desse contato [3, 4, 8, 13].

Em termos de controle e prevencdo de doencas, estudos em nanotecnologia
permitem ampliar possibilidades influenciando na estrutura atdmica dos materiais.
Pode-se estimar pelos atuais avancos e pesquisas na area, que o estudo de
nanomateriais com propriedades de combate a bactérias e fungos € particularmente
recente, considerando desde o crescimento de novos microrganismos cada vez mais
resistentes até aos antibidticos mais eficientes [3].

A utilizacdo de particulas metalicas de prata como agente antibacteriano é
notavelmente conhecida devido as suas principais vantagens em termos de
estabilidade quimica, resisténcia a variacdes de temperatura, eficicia e durabilidade
em longos periodos. As vantagens ainda podem ser estendidas ao considerar a
relativa baixa toxicidade dessas particulas para o corpo humano em comparacao com
outros metais inorganicos [4]. Um exemplo do atrativo dessas nanoparticulas sao as
aplicac6es em sistemas purificadores de dgua, amplamente difundidos na industria.

Neste trabalho, objetiva-se estudar majoritariamente a atuacdo de
nanoparticulas de ferrita cobre-prata como uma opcao de material bactericida,
avaliando ainda os aspectos de interacao e taxa de inibicdo provocada pela exposi¢cao
aos microbios. Serédo relatados os procedimentos verificados para uma melhor taxa
inibitéria de aproveitamento. Por se tratarem de materiais ceramicos, as
nanoparticulas de ferrita ndo desenvolvem mutagBes nas ceélulas bacterianas,
podendo ainda ser separadas magneticamente do material organico e recicladas apés
lavagem quimica.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Sintese por Combustdo em solucéo

Nanoparticulas de ferrita Cu-Ag foram sintetizadas simplificadamente pelo
método de combustdo em solugdo. Uma mistura estequiométrica dos reagentes

nitrato cuprico, nitrato de prata e nitrato férrico para CuixAgxFe204 sao diluidos
juntamente com o agente redutor glicina (C2HsNO2) em um recipiente contendo agua
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deionizada, nas massas previamente definidas para a composicdo desejada do
produto final e na estequiometria exata para o consumo completo dos 6xidos pelo
agente complexante. Nessa fase, foram avaliadas duas propor¢cdes entre 0 agente
redutor e os agentes oxidantes, fixando a taxa molar de glicina-nitratos (raz&o G:N)
em1l:le 2:3.

Os componentes de reacdo sdo entdo aquecidos a 373 K até que uma reacao
redox exotérmica entre o combustivel e o agente oxidante ocorra homogénea e
instantaneamente, levando a combustdo simultdnea autossustentada em todo o
volume de solucéo resultando em um pé de grande volume e aparéncia escura
definida pela quantidade de 6xido presente nas amostras de ferrita. [5]

2.2 Caracterizagcdo das Amostras por Difracdo de Raios X (DRX)

As amostras de ferrita foram caracterizadas por meio de um difratdmetro de RX
de amostras em po (XRD, Bruker AXS D8 Advance), usando radiacdo Cu-Ka
(1 =15405A) em 40 kV e 35 mA.

O tamanho médio dos cristalitos em uma amostra pode ser estimado a partir
de medidas de difracdo de raios X usando o método de Debye-Scherrer [6], que se
baseia na largura dos picos caracteristicos de difracdo, conforme a Equacao (1)

D 0,91
pcosd

1)

em que D é o tamanho de cristalito da fase sob investiga¢céo, A 0 comprimento de onda
da radiacdo incidente e £ a largura a meia altura (FWHM) do pico de maior amplitude
espectral.

O parametro de rede pode ser calculado para todas as amostras por meio da
Equacéo (2) a sequir,

a=d,,vh*+k*+I? (2)

em que d,, representa o espacamento interplanar do pico referente ao plano
cristalografico sob analise.

2.3 Preparo do Meio de Cultura e Selecao das Cepas

Foram selecionadas para os bioensaios as cepas padrdo ATCC Gram-positiva
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Gram-negativa Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853), para analises quantitativas frente as amostras de ferrita
Cuo,95Ago,05Fe204 e Cuo,98Ago,02F€204.

Com auxilio de uma alca de inoculacao, retira-se um fragmento da bactéria
preservada transferindo para uma placa de Petri contendo o meio de cultura Mueller-
Hilton Agar. Apos incubar por 24 horas, transfere-se uma aliquota da bactéria para um
tubo de ensaio contendo 5,0 mL de meio de cultura caldo Mueller-Hinton. Todos os
tubos foram entéo incubados por 4 horas a 37°C para ativacao e sincronizacao das
bactérias.

Transferiu-se 1,0 mL da bactéria ja crescida para um tubo contendo 1 mL de
formol 10%. A leitura da quantidade de colonias foi feita por meio da absorbancia em
espectrofotdmetro (Thermo Spectronic Genesys 10 UV, A = 625 nm). Em sequéncia,
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ajustou-se a concentracdo para a faixa entre 108~ 10’ UFC/mL em tubos contendo
5,0 mL de meio caldo Mueller-Hinton.

2.4 Separacédo das Amostras e Incubacédo em Agitacao

Foram levadas a teste ferritas Cu-Ag de composi¢cdo estrutural
Cuo,98Ago,02Fe204 e Cuo,95Ago,0sFe204 com concentracdes respectivas de 2% e 5% de
fons Ag?* em sua composicdo. As amostras de cobre-prata sofreram refinamento na
etapa de sintese, ajustando uma quantidade maior de oxidantes por reagente (razéo
G:N de 2:3 e 1:1). Com isso, busca-se investigar o possivel efeito induzido pela
alteragcdo na estequiometria da reagcdo no processo de mitigagdo da atividade
bacteriana.

As amostras de ferrita foram separadas em roétulos conforme sua estrutura.
Todas as amostras utilizadas tiveram como objetivo a investigacdo do processo
inibidor de crescimento bacteriano e a relagdo da quantidade do ion prata em tal
processo. Para tal, foram utilizadas neste estudo quatro amostras de ferrita cobre-
prata sintetizadas pelo método de combustdo em solucdo, conforme descrito na
Tabela 1.

Tabela 1. Descricdo dos codigos usados no trabalho para as ferritas cobre-prata

Caodigo - Composicao estrutural de | Razdo molar G:N
amostra
C510 - Cuo,95Ago,05Fe204 1:1
C507 - Cuo,95Ago,0sFe204 2:3
C210 - Cuo,98Ago,02Fe204 1:1
C207 - Cuo,98Ago,02Fe204 2:3

Foram utilizados 4 frascos Erlenmeyer de 50 mL para os ensaios com cada
amostra contendo 5 mL de meio caldo Mueller-Hinton, sendo selecionadas massas
das amostras nas quantidades de 250 pg/mL e 500 pg/mL. Foram adicionadas a estas
guantidades a concentragdo volumétrica de 5 ul de cultura bacteriana a 10’ UFC/mL,
ajustada por meio da densidade de crescimento em cada cultura.

Cada amostra foi homogeneizada 3 vezes junto ao meio de cultura para
eliminacdo de grandes agregados e mantidas em condi¢cdes de incubacdo (Edmund
Bihler TH-30) sob agitacao axial de 115 rpm a 36 ~ 37°C, pelo periodo de 20 horas
(overnight). Todos os ensaios foram realizados em duplicata para garantir sua total
reprodutibilidade e confiabilidade.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Propriedades estruturais

Os espectros de DRX séo apresentados na Figura 1, e conferem resultados
gue confirmam os dados apresentados na literatura [7, 8] para as ferritas de cobre
com a presenca de uma fase prata. Na Figura 1 com os angulos de difracao entre 30°
e 75°, sdo indexados os indices cristalograficos (220), (311), (222), (400), (422), (511),
(440) e (533) correspondentes aos picos caracteristicos da ferrita de cobre, indicando
a estrutura cristalina cubica de espinélio. Um unico pico de difracdo indicando a
presenca da fase metdlica prata € indexado em 26 = 36,8°, corroborando resultados
apresentados na literatura [8, 9].

2277



[311]
1
" [440]
\ 5111,
—~ (220] | (400] o
© il i [422] ,“ I\| [533]
= _ AP 7 O | A VA G R
% n F LA
% ﬂ CUD ssAgg GZFGQO4
2 |
=
D
=
s i |
/ o Jb Y VN
_J\_f_f_‘.L)__,l /\/L;"L_,, )
Cuo.gsAgQ 35F9204
T T T T T T T r . . i . i
20 30 40 20 o - -

20 (graus)
Figura 1. Padréo de difracdo das ferritas CuAg analisadas

O espacamento interplanar dna foi calculado usando a Lei de Bragg [6] por meio
da posicdo média dos picos de difracdo, e os parametros de rede foram entdo
deduzidos a partir da Eqg. (2).

Com o auxilio da equacao de Scherrer (1) foi possivel ajustar o diametro médio
de cristalito, resultando em 13 nm para as nanoparticulas de cobre 98% e 11 nm para
a amostra de cobre 95%.

Na Tabela 2 é feita a analise cristalografica dos parametros fornecidos pelo
padrdao de difragdo das estruturas CuossAgoo2Fe204 e CuogsAgoosFe204 e as
intensidades dos picos experimentais sdo comparados com valores fornecidos na
literatura [7].

Tabela 2. Parametros cristalograficos das nanoparticulas Cu-Ag analisas na Fig. 1

Cuo,98Ago,02Fe204 Cuo,95Ago,05Fe204
20 hkl dna (A) a(nm) lexp 20 hkl dwa (A) a(hm) lexp it
30,63 220 2,916 0,825 0,218|30,87 220 2,894 0,818 0,283 0,26
36,42 311 2,464 0,817 1,000|36,63 311 2,451 0,813 1,000 1,00
43,57 400 2,075 0,830 0,189|43,81 400 2,065 0,826 0,249 0,19
54,03 422 1,695 0,831 0,123|54,32 422 1,687 0,826 0,149 -
57,77 511 1,594 0,828 0,291|57,77 511 1,594 0,828 0,384 0,31
63,28 440 1,468 0,831 0,407|63,54 440 1,463 0,827 0,500 0,45
74,92 533 1,266 0,830 0,136|74,69 533 1,269 0,832 0,161 0,11

Uma das possibilidades da reducdo observada no parametro de rede com o
aumento da quantidade de prata se deve a compressao da rede do espinélio pela fase
metalica de prata formada nos limites da particula [8, 10]. Tal fator também se reflete
no tamanho médio de cristalito observado, que tende a ser estatisticamente menor
para maiores distribuicdes de ions Ag?*, na faixa de 0 < xag < 0,1.

3.2 Coleta de dados e avaliacdo das propriedades antibacterianas
A andlise dos dados coletados na saida do espectrofotdmetro sera relevante

para se associar o carater do potencial inibitério das particulas frente as classes de
bactérias previamente citadas. As medidas de densidade éptica foram feitas a partir
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do espectrofotdmetro UV anteriormente citado. A contagem das col6nias € utilizada
para se determinar a taxa de células viaveis pds contato com as cepas de bactérias.
Os resultados das analises semi-quantitativas séo elencados na Figura 2.

1.0 4 250 mg/mi 500 mgiml
—m— 8. aureus 10 - S aureus
—A— P, geruginosa| ~ - ‘;'7 - . —A~— P. aeruginosal
A = R
W \
A 0.8 \\
3 /N 3 N
o 0,6 A A O \
3 / ! 3 ™
2 T \ 2
c /7 \ £ 064 \ AN
£ £ 06 \ \,
o 'y \ o \
° / k] |
o 041 't \\ o \
& \ & 0,4 \
W
0.2 \ {
E_ 7§ 0.2
L ——
0,04 ‘
T T T T 0‘0 T T T T
C510 C507 G210 G207 C510 Cs07 c210 ca07
Amostras Amostras

Figura 2. Taxa de inibicdo das amostras de ferrita Cuo,gsAgo,0sFe204 (C510 e C507) e Cuo,98Ago,02Fe€204
(C210 e C207) frente as bactérias analisadas (a) 250 pg/mL e (b) em 500 pg/mL

Os gréficos apresentam de forma conclusiva que ao se aumentar a
concentracdo de amostra no meio, maior € o0 potencial reativo de combate ao
crescimento das bactérias. Isso pode ser confirmado pela tendéncia mais ordenada
dos resultados dispostos na Figura 2 entre as duas classes de bactérias utilizadas
para o estudo.

Tais resultados indicam que as amostras de ferrita Cuo,95Ago,05sF€204 (C510 e
C507) atuam contra a bactéria Gram-positiva S. aureus, com um potencial inibitorio
médio na faixa de 61% para uma concentracdo de 250 pug/mL e cerca de 91% para o
dobro da concentracdo amostral anterior. J& com relacdo a bactéria Gram negativa
P. aeruginosa, as mesmas amostras atuam com potencial inibitério médio entre 62 -
94%.

As amostras CuogsAgo,02Fe204 (C210 e C207) apresentam taxa de inibicdo
média de 62% para a bactéria S. aureus e 71% para as cepas de P. aeruginosa,
ambas na concentracdo de 500 pg/mL.

Foram levados a teste ainda as ferritas de cobre (CuFe204) puro, sem adi¢ao
da fase prata, constatando que estas ndo respondem positivamente a interacdo com
0s microrganismos, permitindo sua proliferacdo. Tal fator é forte indicativo que a acao
dos ions de prata alocados na rede das nanoparticulas possuem clara influéncia em
seus parametros antibidticos.

Pode-se ainda avaliar que refinamentos na estequiometria da ferrita
Cuo,95Ago,05sFe204 durante sua sintese indicam a tendéncia de potencializar o efeito
antibacteriano do material nanoparticulado, verificado nas duas concentracdes a que
foram submetidas as classes de bactérias estudadas, que pode ser conferido pelos
aumentos drasticos de acao antibidtica na Figura 2. Esse efeito pode ser entendido
pelo aumento da relacdo de area superficial de contato entre as amostras e 0s
microrganismos, submetendo estes a uma maior quantidade de agente por volume de
solucéo.

Diversos estudos [4, 8-12] mostraram quantitativamente que nanoparticulas
metalicas possuem caracteristicas de comportamento antibacteriano dependentes da
distribuicdo e do tamanho dos aglomerados. Desse modo quanto menor o tamanho
médio de cristalito, mais permissivel seria a ruptura da membrana celular da bactéria
acarretando a mortalidade da célula.
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4 CONCLUSAO

Nanoparticulas de ferrita de cobre com adi¢ado de prata (Cui-xAgxFe204, X = 0,2
e 0,5) foram satisfatoriamente sintetizadas pelo método de combustdo em solucéo.
Andlises obtidas por DRX indicam que as amostras exibem estrutura de espinélio com
tamanhos médios de cristalito na faixa de 11 a 13 nm.

A eficacia da acdo antibacteriana foi testada contra dois tipos de bactérias
Gram positivas e Gram negativas, e resultados mostraram uma tendéncia inibitéria
crescente com adicao de ions de prata nos intersticios das ferritas de cobre. Contudo,
héa de se observar que para maiores concentragdes de prata, pode haver redugéo no
efeito bacteriostatico [8].

A melhoria na atividade biocida das nanoparticulas reside no aumento da area
superficial de contato por volume de amostra, possibilitando melhor relacdo de
adsorcao na superficie dos organismos.

Nesse aspecto, os dados indicam que a acdo da prata como mecanismo
carreador torna-se fundamental para a existéncia de qualquer interacdo das
nanoparticulas frente aos microrganismos testados. Demais estudos estdo em
progresso com objetivo de avaliar a viabilidade de reutilizacdo das particulas pos
tratamento através de remocdo magnética, além da analise da razao inibitoria contra
demais microrganismos resistentes.
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