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Mas o mar ¢ fundo demais

E as ondas vém me atingir

E se eu tentar caminhar e duvidar?
E se eu cair?

Ougo uma voz distante a chamar
Por sobre 0 monte, por sobre 0 mar
Ouco uma voz, me ponho a andar
E ela diz: Vem!

Por sobre 0 monte, por sobre 0 mar
Me falta o chéo, me falta o ar

Por sobre a divida, vem me chamar
Tua voz me faz acreditar

E ela me diz: Vem!

Mas o monte é alto demais
Muito além do que eu posso ir
Ja me esgotei por aqui

E tdo mais facil desistir

Ougo uma voz bem perto a chamar
A sinto falar, vem de dentro de mim
Oucgo uma voz, me ponho a andar
E ela diz: Vem!

Por sobre o monte, por sobre 0 mar
Me falta o chéo, me falta o ar

Por sobre a divida, vem me chamar
Tua voz me faz acreditar

Basta a Tua voz

Basta a Tua voz, ndo temo mais 0 monte
Basta a Tua voz, ndo temo mais o mar
Basta a Tua voz, por sobre a divida
Basta a Tua voz, Tua voz me faz acreditar



RESUMO

A nanotecnologia destaca-se devido as fascinantes propriedades dos nanomateriais,
dentre eles as nanoparticulas (NPs) e suas aplicagdes. A obtencdo das NPs pode ser
realizada por métodos fisicos, quimicos e biologicos. A busca por tecnologias
ambientalmente sustentaveis e viaveis economicamente tem possibilitado a expansao de
pesquisas na area de sintese bioldgica. Dentre os tipos de NPs inorgénicas, 0 ZnO é um
dos materiais que tem recebido atencdo devido as suas propriedades especificas e
aplicacbes nas areas eletrbnicas, de saude, em suplemento alimentar animal, na
agricultura, dentre outras. Neste trabalho NPs-ZnO foram sintetizadas pelo método
biologico através da via extracelular usando a bactéria Bacillus megaterium RF1C.
Iniciou-se a obtencdo das NPs-ZnO através de abordagens descritas na literatura, uma vez
que foi o primeiro estudo de sintese de NPs realizado no grupo de pesquisa de Quimica
Organica e Biocatalise. Apds a obtencdo das NPs-ZnO foram feitas variacdes nos
pardmetros de sintese a fim de verificar as caracteristicas morfologicas e de tamanho das
NPs-ZnO. Os parametros variados foram pH, quantidade de caldo de sintese (caldo de
cultivo da bactéria livre de células), concentracdo do sal precursor de Zn(NO3)..6H20,
tempo de sintese e o tipo de matéria organica. O caldo de sintese utilizado para a obtencédo
do ZnO em tamanhos nanométricos foi caracterizado através de Analise
Termogravimétrica (TG), Teor de Acucares Totais, Lipideos Totais e Proteinas Totais,
Eletroforese, Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de liquidos, Espectroscopia de
Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR) e Cromatografia Gasosa acoplada
a Espectrémetro de Massas (CG-EM). A anélise de TG apresentou um teor de 35,0% de
matéria organica. Foram encontrados um teor de 0,11% de carboidratos livres, 0,85% de
lipideos totais e 32,3% de proteinas totais. A analise de eletroforese mostrou a presenca
de proteinas de 22,1 a 65,4 kDa. Na anélise de RMN de liquidos foram encontrados picos
sugerindo a presenca de grupos amidas, acidos carboxilicos, éteres, aromaticos. O
espectro de FT-IR revelou banda caracteristica de grupo amida. O cromatograma obtido
na analise de CG-EM revelou a presenca de moléculas contendo grupos amidas,
aromaticos, ésteres, acidos carboxilicos, dentre outros. Para a caracterizagdo das NPs-
ZnO foram usadas as tecnicas de Espectroscopia Ultravioleta-Visivel (UV-vis), Analise
de Difracdo de Raios-X (XRD), Analise de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV),
Analise Termogravimétrica (TG), Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de solidos,
Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR), Espectroscopia

de Energia Dispersiva (EDS) e RAMAN. A analise preliminar de UV-vis verificou a



obten¢édo de NPs-ZnO e foram encontrados absor¢do nos comprimentos de onda de 342
nm a 361 nm. A andlise de DRX, em acordo com a analise de RAMAN, confirmou a
formagéo da fase wurtzita do ZnO, os tamanhos dos cristalitos obtidos variaram de 17 +
2 nm a 31 £ 5 nm. A microscopia eletrénica, MEV, revelou morfologia
predominantemente cubica com tamanhos de gréos variando entre 46 + 10 nm e 134 £ 25
nm. O teor de matéria organica obtido nas analises de TG variou entre 5 e 19%. As
andlises de FT-IR e de RMN solido sugeriram a presenca tanto de carboxilatos quanto de
hidroxi-carbonato na superficie das NPs-ZnO. A atividade antibacteriana das NPs de ZnO
contra duas cepas Gram(+) e Gram(-) foram testadas usando o método de microdiluicdo
em caldo nutriente. A concentracdo minima inibitoria para a bactéria Gram(-) E. coli
ATCC25922 foi de 300 a 600 pg.mL™ e para a bactéria Gram(+) S. aureus ATCC25923
foi de 75 a 150 pug.mL™. A estabilidade coloidal das NPs-Zno foi analisada pelo Potencial
Zeta e apresentou valores entre -30 e -38 no pH 12; -52 e -66 no pH 10; -43 e -54 no pH
8;-39e-45nopH6;-32e-35nopH4e-2e-9nopH 2.

Palavras-chave: Nanoparticulas; ZnO; Microrganismos; Biossintese.
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ABSTRACT

Nanotechnology stands out due to the fascinating properties of nanomaterials, including
nanoparticles (NPs) and their applications. NPs can be obtained by physical, chemical
and biological methods. The search for environmentally sustainable and economically
viable technologies has led to the expansion of research into biological synthesis. Among
the types of inorganic NPs, ZnO is one of the materials that has received attention due to
its specific properties and applications in the fields of electronics, health, animal feed
supplements and agriculture, among others. In this work, NPs-ZnO were synthesized by
the biological method through the extracellular route using the bacterium Bacillus
megaterium RF1C. The NPs-ZnO were obtained using approaches described in the
literature, as this was the first study into the synthesis of NPs carried out in the Organic
Chemistry and Biocatalysis research group. After obtaining the NPs-ZnO, variations were
made to the synthesis parameters in order to verify the morphological and size
characteristics of the NPs-ZnO. The parameters varied were pH, amount of synthesis
broth (cell-free bacterial culture broth), concentration of the Zn(NO3)2.6H20 precursor
salt, synthesis time and type of organic material. The synthesis broth used to obtain ZnO
in nanometric sizes was characterized using Thermogravimetric Analysis (TG), Total
Sugar, Total Lipid and Total Protein content, Electrophoresis, Liquid Nuclear Magnetic
Resonance (NMR), Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR) and Gas
Chromatography coupled to Mass Spectrometer (GC-MS). The TG analysis showed an
organic matter content of 35.0%. A content of 0.11% free carbohydrates, 0.85% total
lipids and 32.3% total proteins were found. Electrophoresis analysis showed the presence
of proteins ranging from 22.1 to 65.4 kDa. Liquid NMR analysis showed peaks
suggesting the presence of amide groups, carboxylic acids, ethers and aromatics. The FT-
IR spectrum revealed a band characteristic of an amide group. The chromatogram
obtained from the GC-MS analysis revealed the presence of molecules containing amide
groups, aromatics, esters, carboxylic acids, among others. Ultraviolet-Visible
Spectroscopy (UV-vis), X-ray Diffraction Analysis (XRD), Scanning Electron
Microscopy Analysis (SEM), Thermogravimetric Analysis (TG), Nuclear Magnetic
Resonance (NMR) of solids, Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR), Energy
Dispersive Spectroscopy (EDS) and RAMAN were used to characterize the NPs-ZnO.
Preliminary UV-vis analysis verified the formation of NPs-ZnO and found absorption at
wavelengths from 342 nm to 361 nm. The XRD analysis, in agreement with the RAMAN
analysis, confirmed the formation of the wurtzite phase of ZnO, and the crystallite sizes



obtained ranged from 17 £ 2 nm to 31 £ 5 nm. Electron microscopy (SEM) revealed a
predominantly cubic morphology with grain sizes ranging from 46 + 10 nm to 134 + 25
nm. The organic matter content obtained in the TG analyses ranged from 5 to 19%. FT-
IR and solid NMR analyses suggested the presence of both carboxylates and
hydroxycarbonates on the surface of the NPs-ZnO. The antibacterial activity of ZnO NPs
against two Gram(+) and Gram(-) strains was tested using the nutrient broth microdilution
method. The minimum inhibitory concentration for the Gram(-) bacterium E. coli
ATCC25922 was 300 to 600 pg.mL-1 and for the Gram(+) bacterium S. aureus
ATCC25923 was 75 to 150 pg.mL-1. The colloidal stability of NPs-Zno was analyzed
by Zeta Potential and showed values between -30 and -38 at pH 12; -52 and -66 at pH 10;
-43 and -54 at pH 8; -39 and -45 at pH 6; -32 and -35 at pH 4 and -2 and -9 at pH 2.

Keywords: Nanoparticles; ZnO; Microorganisms; Biosynthesis.
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1. INTRODUCAO

1.1 Nanomateriais e suas formas de obtencao

Os materiais nanométricos, elementos basicos e fundamentais da nanotecnologia,
vém atraindo a atencao de pesquisadores devido suas aplicacGes em diversas areas como
a quimica, a fisica, a biologia, a medicina, a eletrbnica, as engenharias etc.
(WELDEGEBRIEAL, 2020). O prefixo 'nano’ provém do grego “nanos” que significa
'ando' ou algo muito pequeno que corresponde a um milionésimo de um metro (10° m)
(BAYDA et al., 2020).

Atualmente muitas pesquisas estdo, direta ou indiretamente, relacionadas a
nanotecnologia que se distingue da nanociéncia. Vale ressaltar a diferenga entre estas
duas areas. A nanotecnologia pode ser entendida como o desenvolvimento, a sintese, a
caracterizacdo e a aplicacdo de materiais e dispositivos, através das modificacdes de
tamanho e forma em nanoescala. Enquanto a nanociéncia é o estudo de estruturas e
moléculas, da superficie dos materiais (morfologia, textura, tamanho, interacdes etc.) nas
escalas nanométricas (KOLAHALAM et al., 2019).

A atencdo a esses materiais nanometricos se volta, principalmente pelo fato de que
muitas mudancas nas propriedades fisicas e quimicas podem ser observadas na escala de
tamanho na ordem de 1 a 100 nm (ou 10°m) quando comparadas a0 mesmo material na
sua forma bulk, ou seja, em escala microscopica (ordem de 10°m) ou macroscopica (>
10°m) (ATKINS et al., 2008).

Os principais fatores que atribuem a alteracdo nas propriedades dos materiais, em
escala nanométrica, séo:

a) 0 aumento da razdo entre a superficie e o volume do material, pois a maioria
dos atomos estardo na superficie aumentando a interacdo fisica e quimica do material com
0 meio ao qual ele esta em contato;

b) os efeitos quanticos que se tornam mais evidentes. Por exemplo, o ponto
quéantico, nanocristais semicondutores extremamente pequenos, Seu comportamento
fisico pode ser relacionado ao de um poco de potencial onde ocorre o confinamento de
elétrons modificando as propriedades elétricas e 6ticas do material (MELO; PIMENTA,
2004).

Para que um material seja classificado como um nanomaterial, pelo menos uma
de suas dimensdes deve possuir tamanho menor do que 100 nm (KOLAHALAM et al.,

2019). Com base nas dimensdes, 0s hanomateriais podem ser classificados como:
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¢ Nanomateriais zero-dimensionais (0-D): possuem todas as trés dimensdes na
faixa de escala nanométrica. Exemplo: nanoparticulas (NPs) e pontos quanticos.

e Nanomateriais unidimensionais (1-D): possuem duas de suas dimensdes na
faixa de escala nanométrica. Exemplos: nanobastdes, nanotubos, nanofibras,
nanofios.

¢ Nanomateriais bidimensionais (2-D): possuem uma de suas dimensdes na faixa
de escala nanométrica. Exemplos: nanofilmes, nanocamadas, nanorevestimentos

e nanofolhas (KOLAHALAM et al., 2019).

Os nanomateriais podem ainda ser de diferentes tipos com base na sua
constituicdo, por exemplo, nanoparticulas metélicas, nanomateriais semicondutores,
nanomateriais poliméricos, nanomateriais a base de carbono, nanomateriais a base de
lipideos (KOLAHALAM et al., 2019). Em nosso trabalho, o tipo de material estudado
foi uma nanoparticula semicondutora de 6xido de zinco.

Os nanomateriais podem ser obtidos por duas formas distintas. A primeira, a partir
da abordagem “top down”, onde os materiais de escala macroscopica sdo reduzidos a
escala nanomeétrica, normalmente através de processos fisicos como a moagem e a
litografia. E a segunda abordagem, “bottom up”, onde a obtencdo dos nanomateriais
ocorre a partir de componentes basicos como o0s atomos, os ions e as moléculas (ATKINS
et al., 2008; JACINTO et al., 2021).

Existem varios tipos de processos quimicos e fisicos para a obtencdo das
nanoparticulas (Figura 1). Como exemplos, podem ser citados a co-precipitacdo, 0s
processos sol-gel, as microemulsdes, processos hidrotérmicos, micro-ondas, sono-
quimico, mecanossintese etc. Alguns dos processos podem apresentar custos elevados,
ser menos sustentaveis, utilizar substancias ou solventes toxicos durante as etapas de
obtencdo, além de poder gerar subprodutos e residuos (BASKAR et al., 2013). Contudo,
também sdo encontrados estudos de processos quimicos com rotas mais simples e mais
sustentaveis utilizando a 4gua como solvente conforme os estudos de MUNOZ (2018) e
NICHOLAS (2011).


https://www.sciencedirect.com/topics/materials-science/metal-nanoparticles
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Figura 1- Métodos gerais de obtencdo de nanoparticulas.

Métodos De Sintese De Nanomateriais

[ [

o Eu’sig B _ Quimico _ Biolégico _ Hibrido
v
* Deposicdo fisica * Solvo-térmico * Bio-hidrotérmico
a vapor * Sol-gel * Eletroquimico
* Ablagdo a Laser * Microemulsdo » Deposigdo quimica a vapor
* Moagem de « Precipitagdo « Fixacdo de particulas em
bolas « Pirdlise vidro, polimeros ou zedlitas

« Redugdo quimica l -
v

[ Microrganismos Extratos de Plantas

* Bactéria * Folha
* Fungo * Flor
* Alga * Raiz
e Casca
« Semente

Fonte: Modificado de WELDEGEBRIEAL (2020).

E relevante o desenvolvimento de processos de obtencdo de nanoparticulas que

sejam economicamente viaveis através de processos sustentaveis.

A definicdo de sustentabilidade mais difundida é a da Comissdo
Brundtland (WCED, 1987), a qual considera que o desenvolvimento
sustentdvel deve satisfazer as necessidades da geracdo presente sem
comprometer as necessidades das geragdes futuras [...] A maioria dos estudos
afirma que sustentabilidade é composta de trés dimensdes que se relacionam:
econdmica, ambiental e social (CLARO et al., 2008).

Neste intuito, pesquisas com abordagem bioldgica tém se tornado crescente por
serem relativamente simples, requererem menos energia N0 Processo e por serem pouco
agressivas ao meio ambiente (YUSOF et al., 2020). Na natureza tem-se uma amplitude
de fontes de recursos, como plantas, algas e microrganismos (fungos e bactérias) que

podem ser explorados na sintese bioldgica de nanoparticulas.
1.2 Sintese bioldgica de nanoparticulas

Na sintese bioldgica de NPs utiliza-se um solvente, que comumente € a agua, um
reagente precursor e um extrato de origem vegetal ou a biomassa de microrganismos. O
reagente precursor das NPs, normalmente, provéem de uma solucao de um sal inorganico,
que contém os ions do metal de interesse, o qual levara a formacdo das nanoparticulas.
Os componentes bioquimicos (metabdlitos primarios e secundarios) produzidos e

secretados/excretados *pelas células de microrganismos, ou extraidos das plantas e algas,

1 Ha diferenca entre secretar e excretar. A ato de secretar ocorre através da eliminacdo de substancias
produzidas no interior da célula que terdo utilidade, para o microrganismo. Por exemplo, uma bactéria
pode secretar, para 0 meio externo, enzimas proteases a fim de quebrar ligacBes peptidicas entre
aminoacidos de proteinas para se utilizar das moléculas menores em seu metabolismo. No ato de excretar,
ocorre a eliminagdo de substancias produzidas pela célula que ndo terdo mais utilidade para ela, como a
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além de atuarem como estabilizantes das nanoparticulas podem auxiliar na reducao de
alguns ions metalicos presentes no reagente precursor. A possibilidade de atuarem como
estabilizantes é desejavel, pois as nanoparticulas por possuirem alta energia na superficie,
tendem a se unirem formando aglomerados (MOGHADDAM et al., 2017).

A aplicacdo das nanoparticulas esta relacionada ao seu tamanho e forma, sendo
assim, os aglomerados tornam-se um problema para algumas possiveis aplicacdes
(SHABAANI et al., 2020; WELDEGEBRIEAL, 2020). Por exemplo, na aplicacdo
fotocatalitica os agregados de NPs-ZnO reduzem consideravelmente seu desempenho.
Outro exemplo, é sua acdo antimicrobiana, pois 0 ZnO torna-se mais eficiente quando se
encontra em escala nanométrica (JAYASEELAN et al.,2012; TIQUIA-ARASHIRO et
al., 2016).

Os métodos de sintese bioldgica sdo relativamente simples de serem realizados,
porém sdo recentes e ha muitos desafios a serem superados. Por exemplo, o rendimento
das NPs obtidas em relacdo as quantidades utilizadas de biomassa e do sal precursor; a
viabilidade econémica e 0s mecanismos de reacdo e de estabilizacdo das NPs - que muitas
vezes ndo sdo bem compreendidos ou conhecidos. Desta forma, hda um amplo campo de
estudo a ser explorado que abre possibilidades de pesquisas na area de sintese de NPs
pela via bioldgica (ZIKALALA et al., 2018).

1.2.1 Sintese bioldgica de nanoparticulas por extratos de plantas

Em relacdo a sintese bioldgica ha um maior nimero de estudos descritos na
literatura que utilizam extratos de plantas ou de suas partes como raizes, caules, folhas,
flores, além de cascas de frutas para a obtencdo de nanoparticulas de ZnO
(WELDEGEBRIEAL, 2020).

Polifenois, flavonoides, alcaldides, terpendides, glicosideos, proteinas, agucares
redutores, acidos graxos, vitaminas - por meio de seus grupos funcionais: hidroxila,
carboxila e amino - sdo fitoquimicos (metabolitos secundarios) que extraidos das plantas
podem atuar como estabilizantes e em algumas sinteses como agentes redutores de ions
metalicos a partir dos reagentes precursores (WELDEGEBRIEAL, 2020).

Ha vaérias técnicas que podem ser utilizadas para a extracdo dos fitoquimicos
oriundos das plantas e as mais comuns tém sido a extracdo por parti¢do liquido-liquido

usando solventes organicos com diferentes polaridades. Esta etapa de obtencdo dos

remocao de residuos metabolicos. Tanto a secre¢do quanto a excre¢do sdo importantes para manter a
homeostase da célula (LLOYD, 2006).
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extratos é importante, pois a morfologia e o tamanho das nanoparticulas dependem, além
de outras variaveis, da composi¢cdo quimica dos mesmos (WELDEGEBRIEAL, 2020).
A Figura 2 ilustra, de forma geral, 0 processo de obtencdo de nanoparticulas de

ZnO a partir do uso de extrato de plantas.

Figura 2- Esquema geral da sintese bioldgica de NPs de ZnO usando extratos de plantas.
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Fonte: Modificado de WELDEGEBRIEAL (2020).

A sintese biologica de NPs através de extratos de plantas, apesar de apresentar
beneficios, possui algumas desvantagens como o controle do tamanho e da forma das
nanoparticulas, além da dificuldade de purificacdo das mesmas (WELDEGEBRIEAL,
2020). E ainda, os extratos vegetais sdao complexos e podem apresentar diferentes
composicdes quimicas e concentracfes variadas de acordo com o material coletado, a
sazonalidade (clima, umidade, temperatura, pH do solo) e o processo de extracdo
(solvente, tempo etc.). Assim, estes fatores podem dificultar a otimizacdo do processo de

obtencédo das NPs via extratos vegetais.
1.2.2 Sintese bioldgica de nanoparticulas por microrganismos

Os microrganismos, como os fungos e as bactérias, podem ser utilizados na sintese
de NPs de metais e de alguns 0xidos. Dentre os estudos na literatura, os 0xidos de metais
de transicdo sdo os mais explorados (WELDEGEBRIEAL, 2020). Depois do TiO- e do
SiO2, 0 ZnO é um dos 6xidos mais produzidos (YUSOF et al., 2019 apud PICCINNO et
al., 2012).

Os oxidos de metais de transi¢cdo sdo de particular interesse por apresentarem uma

variedade de estruturas cristalinas e devido as suas propriedades eletrdnicas e magnéticas,
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que sdo atribuidas a distribui¢do dos elétrons presentes na camada mais externa (orbitais
d) (RAO, 1989).

O uso de microrganismos permite a sintese de nanoparticulas por duas vias, a
intracelular e a extracelular. Na via intracelular, compostos bioquimicos como as
proteinas, as enzimas e outros constituintes presentes nas células (cofatores, lipideos,
aminoacidos etc.) podem atuar como agentes redutores de alguns ions metalicos
produzindo as nanoparticulas no interior da célula. Na via extracelular, a obtencdo das
NPs ocorre fora da célula, através de metabdlitos que sdo secretados/excretados pelos
microrganismos para 0 meio externo, que também podem atuar na redugéo de alguns ions
metalicos e formar as nanoparticulas. Compostos bioquimicos presentes no interior e no
exterior das células podem também oferecer estabilizacdo as nanoparticulas sintetizadas
de forma a evitar seu crescimento, agregacao e redissolu¢do no meio (YUSOF et al.,
2019).

A sintese extracelular de NPs tem se mostrado mais vantajosa e mais simples de
ser executada em relacdo a sintese intracelular. Esta Ultima requer mais etapas de extracdo
e purificacdo, pois como a sintese de NPs ocorre no interior da célula, é preciso
procedimentos adicionais para a lise celular como a ultra-sonicagéo, centrifugacéo para
posterior extracao e purificagdo (YUSOF et al., 2019).

A vantagem do uso de bactérias e fungos na sintese de NPs, por processos
bioldgicos, é devido a estes microrganismos poderem ser cultivados e modificados
geneticamente em ambiente laboratorial (YUSOF et al., 2019). No entanto, as bactérias
podem facilmente, por mutacdo ou stress, alterarem suas vias metabdlicas deixando de
produzir a(s) substancia(s) necessaria(s) para a obtencdo das NPs, o que seria uma
desvantagem da sua utilizacéo.

A Figura 3 ilustra as etapas das sinteses, intracelular e extracelular, a partir de
microrganismos, assim como os métodos utilizados para a caracterizacdo das NPs
obtidas.



34

Figura 3- Esquema da sintese de nanoparticulas de ZnO por meio das vias intra- e extracelular e das
analises utilizadas para a caracterizacdo das NPs obtidas.
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Fonte: Modificado de YUSOF et al. (2019).
Em nosso estudo realizou-se a sintese biologica de NPs-ZnO pela via extracelular

mediada pela bactéria Bacillus megaterium RF1C. Na literatura existem algumas
propostas de mecanismos por processos bioldgicos pela via intra e extracelular que foram

abordadas na secdo seguinte.

1.2.3 Propostas de mecanismos via sintese bioldgica de NPs-ZnO descritas

na literatura

Os mecanismos para a obtencdo de nanoparticulas por métodos bioldgicos,
mediados por plantas, bactérias e fungos € um campo a ser explorado. Estudos na
literatura demonstraram que os grupos funcionais presentes nos compostos fitoquimicos,
para as sinteses feitas com extratos de plantas; os residuos de aminoacidos, assim como
as enzimas secretadas pelos microrganismos, para as sinteses realizadas com bactérias,
fungos e algas; podem estar envolvidos na formacéo e estabilizacdo das nanoparticulas
(XIE et al., 2007; DURAN et al., 2005, apud MOGHADDAM et al., 2017, p.3).

Existem alguns mecanismos propostos na literatura para elucidar a formacao de
NPs via processos bioldgicos. No entanto, o esclarecimento destes mecanismos se torna
dificil devido a possibilidade de uma grande diversidade de biomoléculas estarem
envolvidas na sintese (WELDEGEBRIEAL (2020). Nem todos 0s mecanismos propostos
sdo claros, alguns possuem lacunas e outros podem ser passiveis de questionamentos.

Para a sintese biologica utilizando extratos de diferentes espécies de plantas,
WELDEGEBRIEAL (2020) relatou duas propostas de mecanismos gerais para a
formacdo de NPs-ZnO. A primeira proposta de mecanismo envolveu a reducdo dos ions

Zn?* a Zn®, através dos constituintes fitoquimicos (CF) ativos presentes nos extratos de


https://www-sciencedirect.ez27.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1387700320307309?via%3Dihub#!
https://www-sciencedirect.ez27.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1387700320307309?via%3Dihub#!
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plantas, como o &cido elagico do Tomilho e da Rambutan, a punicalina da Rom4, a
emodina da Babosa, dentre outros como ilustradas no Anexo A. Segundo o autor, 0 Zn°
quando exposto ao ar, em altas temperaturas via calcinagéo, ¢ oxidado a Zn?* fornecendo

as NPs-ZnO, conforme as equagdes 1 e 2.

Zn**+ CF —— > 7Zn’+ CF oxidado  Equagio 1

Zn°+ 0, (ar) ————> ZnO (NPs) Equacio 2

No entanto, esta primeira proposta de mecanismo é questionavel, pois o estudo
n&o apresentou o potencial de oxi-reducdo da reacdo. Os ions Zn?* possuem potencial de
reducédo de Eo = -0,76 V, ou seja, ele ndo sofre reducdo de forma espontanea. A possivel
reducio dos fons Zn?* proposta também estaria em discordancia com a energia livre de
Gibbs que desloca a reacdo no sentido de diminuir a energia do sistema (POURBAIX, 1974).

No segundo mecanismo proposto, que tem sido mais aceito e mais comumente
apresentado na literatura, os fons Zn** formam complexos com os grupos funcionais
polares dos metabdlitos presentes nos extratos (CF), tais como a hidroxila (-OH), a
carboxila (-COOH), a carbonila (-C=0) e o grupo amino (-NH2) (Equagdo 3). Em
seguida, o complexo Zn-CF é decomposto termicamente, por calcinacdo, fornecendo o
ZnO (Equacdo 4) que apo6s crescimento formam as NPs-ZnO (Equacdo 5)
(WELDEGEBRIEAL, 2020).

Zn>t+ CF —— Zn-CF complexo Equagio 3
Zn-CF complexo A o 7n0 Equacio 4
ZnQ -Sesdmentoy, NPs-ZnO Equagio 5

Esse segundo mecanismo esta ilustrado na Figura 4. Foi usado o acido elagico,
um dos principais constituintes fitoquimicos presente no extrato da casca do fruto
Rambutan (Nephelium lappaceum), para complexar os ions Zn?* com os grupos 1,2-didis
(hidroxilas fendlicas) utilizando como reagente precursor 0 Zn(NOz),. A decomposigdo
térmica do complexo do acido elagico forneceu as NPs-ZnO apds a etapa de calcinacéo a
450°C (KARNAN e SELVAKUMAR, 2016).


https://www-sciencedirect.ez27.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1387700320307309?via%3Dihub#!
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Figura 4- Proposta de mecanismo da sintese biol6gica de NPs-ZnO usando o acido eladgico como um
agente de complexacéo.
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Fonte: Modificado de WELDEGEBRIEAL (2020).

Um outro mecanismo de sintese bioldgica via extrato de planta foi proposto na
literatura por SURESH et al. (2018). Os autores usaram um extrato da planta insulina
(Costus pictus), que contém como principal constituinte fitoquimico a biomolécula ativa
diosgenina, e o sal precursor Zn(NOz3)..6H20. Sugeriram um mecanismo, em trés etapas,
no qual passa primeiro pela formacdo de hidréxido de zinco a partir do precursor.

A primeira etapa do mecanismo envolveu a complexacdo dos ions Zn?* com duas
biomoléculas de diosgenina ap6s aquecimento a 80°C por 2h em agitacdo magnética. Na
segunda etapa, o complexo foi aquecido em forno a 40°C por 8h levando a formacéo de
Zn(OH)2. Na terceira etapa do mecanismo o hidroxido de zinco foi convertido nas NPs-
ZnO através de calcinacdo (Figura 5) (SURESH et al., 2018). Este mecanismo também
foi ilustrado por outros estudos na literatura frente a preparagcdo de NPs-ZnO (AMBIKA
e SUNDRARAJAN, 2015; ADEYEMI, 2019; WELDEGEBRIEAL, 2020).
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Figura 5- Proposta de mecanismo da sintese bioldgica de NPs-ZnO usando a diosgenina como um agente
quelante, seguida de aquecimento e calcinacéo.
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Fonte: Modificado de WELDEGEBRIEAL (2020).

Para a sintese biologica via microrganismo, MOGHADDAM et al. (2017)
sintetizaram as NPs-ZnO a partir da levedura Pichia kudriavzevii, usando o sal precursor
acetato de zinco di-hidratado, pela via extracelular. XIE et al. (2007) e DURAN et al.
(2005) propuseram um possivel mecanismo para esta rota de sintese.

Os autores sugeriram primeiramente uma complexacdo dos ions Zn?* com os
grupos hidroxilas de alguns residuos de aminoacidos (Tirosina, Serina e Treonina)
seguida de hidrdlise do complexo e a obten¢do das NPs-ZnO ap6s decomposicao térmica.
Desta forma, os aminodcidos poderiam estabilizar as NPs-ZnO evitando o seu
crescimento e/ou aglomeracéo (XIE et al., 2007; DURAN et al., 2005).

No entanto, SANCHEZ et al. (1996) em seus estudos mostraram a alta
estabilidade dos fons Zn?*com glicinato (ordem de 10°). Portanto, é passivel de
questionamento a proposta de mecanismo apresentada por XIE et al. (2007) e DURAN et
al. (2005), pois seria mais provavel a complexacio dos ions Zn?* com grupos carboxilas
gue estdo presentes nos aminoacidos.

KROL et al. (2018) sintetizaram as NPs-ZnO pela via intracelular usando a
bactéria Lactobacillus paracasei e propuseram um mecanismo de sintese. Em solugéo, os
fons Zn?* formariam complexos estaveis com as moléculas de agua. Em seguida, o
complexo aqua-zinco [Zn(H20)s]?*, como um &cido de Lewis, poderia interagir com as
carboxilas desprotonadas das biomoléculas bacterianas (peptidoglicanos, proteinas,

enzimas, metabolitos) formando o complexo aqua-hidroxi de zinco [Zn(OH)(H20)s]* que
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finalmente seria convertido as NPs-ZnO no proprio meio bioldgico. Esta proposta da

sintese bioldgica das NPs-ZnO esta ilustrada na Figura 6.

Figura 6- Proposta de mecanismo da sintese de NPs-ZnO pela via bioldgica intracelular usando
Lactobacillus paracasei.
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Fonte: Modificado de KROL et al. (2018).

1.3  Oxido de zinco - ZnO

O oxido de zinco é um material inorganico que possui trés estruturas cristalinas
distintas, a wurtzita-hexagonal, a blenda-zinco e a sal-gema (Figura 7).

A wurtzita-hexagonal é a estrutura mais estavel termodinamicamente. Possui
coordenagcéo tetraédrica com cada cation Zn?* rodeado por quatro &nions O? nos vértices
do tetraedro, conferindo uma estrutura ndo centrossimétrica. Desta forma, os elétrons do
zinco estdo hibridizados com os elétrons do orbital p do oxigénio. Esta coordenacgéo
tetraédrica entre os a&tomos de zinco e oxigénio conferem uma simetria oposta entre 0s
planos polares (0001 e 0001) ao longo do eixo hexagonal “c” (Figura 8). A polaridade
dos planos (0001 e 0001) confere ao éxido de zinco diversas propriedades, como por
exemplo, piezoelétrica que é favoravel na aplicacdo em sensores (RAO, 1989;
WELDEGEBRIEAL,2020).
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Figura 7- Representacdo esquematica das estruturas cristalinas do ZnO: (a) wurtzita-hexagonal, (b)
blenda-zinco e (c) sal gema.

Fonte: WELDEGEBRIEAL (2020).

Figura 8- Representacdo esquematica da estrutura cristalina wurtzita-hexagonal para o ZnO.
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Fonte: DULUB (2005).

Nosso trabalho consistiu na sintese de nanoparticulas de 6xido de zinco atraves
do caldo de cultivo, livre de células, da bactéria B. megaterium RF1C. Assim, é
importante conhecer a estrutura do ZnO, bem como suas faces polares e apolares para
uma melhor compreensdo das possiveis interacfes que ocorrem entre 0S cOmpostos
organicos, produzidos e secretados/excretados pelas bactérias, com os diferentes tipos de

superficies do ZnO, bem como para suas futuras aplicacdes.
1.3.1 Estrutura cristalina do ZnO e suas faces polares e apolares

A estrutura cristalina wurtzita-hexagonal possui duas faces polares (0001 e 0001),
e uma face apolar (1010). Na face (0001) tem-se o plano terminado com os 4&tomos de Zn
e na face (0001) tem-se o plano terminado com os atomos de O. A face apolar (1010) é
constituida por 6 planos n&o polares (Figuras 8 e 9) (WOLL, 2007).

A face ndo polar (1010) possui seis superficies equivalentes que geralmente so
mais estaveis do que as outras superficies polares do ZnO. Considerando a estrutura do
ZnO sem fazer interagdes com 0 meio, nesta superficie cada atomo de zinco e de oxigénio
possuem uma ligacdo pendente. Assim, o plano (1010) é eletricamente neutro, sem
momento dipolar liquido conferindo maior estabilidade a superficie (WOLL, 2007).

Para a superficie polar (0001) terminada com 0s atomos de Zn, cada atomo de

zinco possui uma ligacao pendente, pois esta ligado apenas a trés atomos de oxigénio que
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estdo abaixo do plano (Figuras 9a.). Isto confere a superficie polar uma instabilidade
eletrostatica. No entanto, estudos com o ZnO bulk tem mostrado que o atomo de zinco,
quando hidratado, adsorve moléculas de agua na superficie, ou seja, a ligacdo pendente
de cada atomo de zinco do plano (0001) interage com um grupo hidroxila proveniente da
hidratacdo (Figura9b.) (WANDER et al., 2001; DUKE et al., 1975; SCHIEK et al., 2006).

Por fim, na superficie polar (0001) terminada com os atomos de O, cada atomo de
oxigénio estd coordenado a trés 4&tomos de zinco que estdo abaixo do plano. Também
nesta superficie, cada oxigénio possui uma ligacdo pendente que quando hidratada, em
vacuo, se liga ao ion hidrénio HsO™" (Figura 9) (NICHOLAS, 2011, apud KUNAT et al.,
2002; WOLL, 2007).

Figura 9- Representacdo esquematica da estrutura cristalina wurtzita-hexagonal para o ZnO: (a) ligacoes
pendentes dos atomos de Zn e O. (b) interagdo das superficies (0001) e (0001°) do ZnO bulk com &gua.
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Fonte: Modificado de TANG et al. (2014) e HUPKES et al. (2012).
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1.3.2 Aplicagdes do ZnO

O 6xido de zinco, tanto em tamanho bulk quanto nanométrico, devido as suas
propriedades fisicas e quimicas, ttm um amplo espectro de aplicacdo, como em tintas,
cosmeéticos, ceramicas, borracha, industria téxtil, optoeletrénica, agricultura dentre outras
(COTTON et al., 2019).

Devido a alta atividade antimicrobiana do ZnO, seu estudo em tamanho
nanomeétrico tem atraido atencdo em areas como a medicina, a odontologia, a farmécia, a
alimenticia e a de suplemento alimentar animal. As NPs-ZnO s&o consideradas como um
material seguro, ndo toxico em baixas concentracdes e, ao contrario de outros materiais
nanoparticulados, possui aprovagdo junto ao FDA (Food and Drug Administration,
Agéncia Federal do Departamento de Saude e Servicos Humanos dos Estados Unidos)
como um aditivo alimentar (COTTON et al., 2019; AMENTA et al., 2015).


https://www.researchgate.net/profile/Juergen-Huepkes?_sg%5B0%5D=3fUGna8V2kKimCdUqfKHDe7K9-dEZKLcEVCCc6kgbCjuq3UHPTFhkUR7jaaCB5DSD7Gf_us.qt-LLlafDU5kWpCa6IwcjDt30PvZsTkTtlBguWyCSSfi-KRsykzsmNJUWbKIlWT5E1w7JWeXBTKQZCpZog2rhA&_sg%5B1%5D=UDLx7XmlVJRrSN-7f3sutQ6EBKvp9hZEAEa-2FddhSf5OwG5WFVLOjIeuHvvURpnxt4sxhc.6JAmiS8ox2cfD9KD0EksEZD2SBn9-Zp6HJZb0ScyAoZeQ4oHN-ae95oZ_tzDwWgRzmJOpHLgMJ6MvrmUTwyJcQ
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ag%C3%AAncia_Federal_de_Gest%C3%A3o_de_Emerg%C3%AAncias
https://pt.wikipedia.org/wiki/Departamento_de_Sa%C3%BAde_e_Servi%C3%A7os_Humanos_dos_Estados_Unidos
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As propriedades fisico-quimicas dos materiais sdo distintas quando eles passam
da escala de tamanho macroscopica para a nanométrica. Isto pode, por exemplo, ser
observado na melhoria da atividade fotocatalitica pelas nanoparticulas de ZnO devido ao
aumento da area de superficie quando comparadas ao ZnO bulk. Tanto o aumento da area
superficial quanto a morfologia e a cristalinidade s&o os fatores principais para um bom
desempenho do material na aplicacdo em fotocatalise (NGUYEN, 2020).

Na degradacdo de azocorantes (anilina amarela, vermelho 40 etc.) presentes em
aguas residuais, as nanoparticulas de ZnO foram utilizadas como fotocatalisadores. Por
serem altamente fotoativas na regido UV (100 a 400 nm — 1SO-21348:2007) foram
capazes de acelerar a degradacdo dos azocorantes. Estes corantes representam até 70%
dos corantes organicos produzidos gque sdo comumente usados nas industrias téxteis,
alimenticias, farmacéuticas etc. (WELDEGEBRIEAL, 2020).

As NPs-ZnO apresentam vantagens na degradacdo de azocorantes por serem de
baixo custo, no entanto, sua eficiéncia é limitada na regido do visivel devido ao seu alto
valor de band gap. Quando um féton com energia igual ou maior a energia de band gap
das NPs-ZnO incidi sobre elas, os elétrons da banda de valéncia (VB) ficam excitados e
migram para a banda de conducéo (CB) reagindo com o oxigénio do ar e reduzindo-o a
ions radicais superoxidos (Oz ).

Ao migrarem da VB para a CB os elétrons deixam buracos (h*) na VB. Nestes
buracos, moléculas de agua ou de corante, sdo adsorvidos e oxidados a ions radicais
hidroxilas (OH") e radicais catibnicos do corante (Corante™), respectivamente. A
formacéo de radicais hidroxilas reativos e ions radicais superoxidos, na solucao, sdo 0s
principais agentes que ocasionam uma cadeia de reacOes cataliticas que levam a
degradacdo dos azocorantes (WELDEGEBRIEAL, 2020). A Figura 10 ilustra este

processo de degradacao.
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Figura 10- llustracdo do mecanismo geral, hipotético, de degradacéo fotocatalitica de azocorantes por

NPs-ZnO.
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Fonte: Modificado de WELDEGEBRIEAL (2020).

O ZnO é naturalmente um semicondutor do tipo N com defeitos de estrutura, como
a vacancia (auséncia de atomos de oxigénio nas posi¢cdes regulares de rede) e sitios
intersticiais (atomos de zinco que ocupam intersticios na rede cristalina). Estes defeitos
de estrutura atuam como 0s agentes dopantes que sdo utilizados para aumentar ou
diminuir o band gap do material. A propriedade do ZnO como um semicondutor pode ser
potencializada quando ele passa para a escala nanométrica. A diminui¢do do tamanho do
ZnO aumenta sua energia de band gap (WELDEGEBRIEAL, 2020) ampliando seu uso
em biossensores, nanoeletronica e células solares (JAYASEELAN et al., 2012).

A atividade antimicrobiana e anticancer das NPs-ZnO foram avaliadas em um
estudo de BALRAJ et al. (2017). Foram sintetizadas NPs-ZnO pela via extracelular
utilizando o caldo de cultura da bactéria Streptomyces sp. a partir de uma solucdo de
cloreto de zinco. Foram obtidas nanoparticulas esféricas, de estrutura hexagonal wurtzita,
com didmetro médio de 20 a 50 nm. As NPs-ZnO apresentaram atividade anticancer
contra células cancerigenas do pulmédo A549 na concentracdo inibitéria (ICso) de 15,6
ng.mL? e atividade antimicrobiana contra Escherichia coli (Gram-negativa) e Bacillus

subtilis (Gram-positiva)?.

2A coloragédo de Gram recebeu este nome em homenagem a seu descobridor, 0 médico dinamarqués Hans
Cristian Joaquim Gram. Em 1884, Gram observou que as bactérias adquiriram cores diferentes, quando
tratadas com diferentes corantes. Isso permitiu classifica-las em dois grupos distintos: as que ficavam roxas,
que foram chamadas de Gram-positivas, e as que ficavam vermelhas, chamadas de Gram-negativas. Em
relacdo a composicdo da parede celular, as bactérias Gram-positivas possuem uma espessa camada de
peptidoglicano e &cido teicdico, e as Gram-negativas, uma fina camada de peptidoglicano, sobre a qual se
encontra uma camada composta por lipoproteinas, fosfolipideos, proteinas e lipopolissacarideos
(MARTINS, 1997).
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O mecanismo da acdo antimicrobiana das NPs-ZnO ainda ndo foi totalmente
elucidado. No entanto, hd um consenso de que alguns fatores, além de contribuirem com
a acdo antimicrobiana, estdo relacionados com 0s processos que a causam. Estes fatores
sdo as EROs (Espécies Reativas de Oxigénio), a atividade catalitica, a geracéo de ions
Zn?*, o tamanho e a morfologia das nanoparticulas (COTTON et al., 2019).

APPLEROT et al. (2009) sintetizaram NPs-ZnO (7 nm) usando o método fisico
de irradiacdo ultrassénica. Os autores controlaram o tamanho das nanoparticulas de ZnO
através da utilizacdo de diferentes solventes durante a ultra-sonicagdo. As NPs-ZnO
foram avaliadas quanto a atividade antimicrobiana contra Escherichia coli (Gram-
negativa) e Staphylococcus aureus (Gram-positiva) (COTTON et al., 2019).

APPLEROT et al. (2009) estudaram o mecanismo de acdo e propuseram que a
causa da atividade antimicrobiana foi favorecida pela entrada das NPs-ZnO na membrana
celular. Eles observaram que quanto menor as particulas, maior foi a sua entrada nas
células. Isso estaria induzindo um aumento das EROs no conteudo celular e provocando
reacOes oxidativas que levaram a morte das células. Neste estudo, verificou-se que as
cepas de E. coli foram mais sensiveis as NPs-ZnO do que as cepas de S. aureus. Ainda,
foram desconsideradas que a presenca de ions Zn?* também poderia ser responsavel pela
causa da atividade antimicrobiana (COTTON et al., 2019).

Contudo, alguns estudos tém mostrado que os fons Zn?*, provenientes da
dissolucdo parcial das NPs-ZnO, podem causar a morte de células bacterianas, pois
interagem com a membrana celular levando a um aumento da permeabilidade dos ions
para o interior das células (STANIC et al., 2010). Os ions Zn?** podem se ligar com &cidos
nucleicos e enzimas do sistema respiratério inibindo suas fungdes biologicas (PASQUET
etal., 2014).

YAMAMOTO (2001) mostrou que a ac¢do antibacteriana possui relacdo direta
com o tamanho das particulas de ZnO. Foi estudada a influéncia do tamanho das
particulas de ZnO na atividade antibacteriana contra as bactérias Escherichia coli (Gram-
negativa) e Staphylococcus aureus (Gram-positiva). O tamanho das particulas de ZnO
variaram de 100 nm a 800 nm. Neste estudo também foi verificado que quanto menor o
tamanho das particulas de ZnO, maior foi a sua atividade antimicrobiana. As bactérias E.
coli foram mais sensiveis, em relacdo a variacdo de tamanho das particulas de ZnO, do
gue as bactérias S. aureus (Gram-positiva) frente aos estudos realizados.

PADMAVATHY e VIJAYARAGHAVAN (2008) também estudaram a
influéncia do tamanho das particulas de zinco na acdo antibacteriana. As NPs-ZnO foram

sintetizadas pelo método quimico de precipitacdo. Foi avaliada a acdo antibacteriana
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contra E. coli (Gram-negativa) variando o tamanho das particulas de ZnO (12 nm, 45 nm
e 2 um). Neste estudo foi observado que quanto menor o tamanho das particulas, um
maior numero delas ficaram na superficie das bactérias gerando, consequentemente, uma
maior quantidade de espécies reativas de oxigénio. Além disso, foi verificado que as
NPs-ZnO foram mais abrasivas do que o ZnO bulk, o que causou maior danos a
membrana celular das bactérias.

PADMAVATHY; VIJAYARAGHAVAN (2008), BRAYNER et al. (2006) e
RAGO et al. (2014) verificaram em seus estudos que as NPs-ZnO, em contato com a
superficie das células, podem modificar a morfologia da mesma favorecendo maior
permeabilidade das NPs-ZnO pela membrana celular. Os autores propuseram que a
dissolucdo das nanoparticulas promoveu maior liberacdo de ions Zn?* e de espécies
reativas de oxigénio na prépria superficie da bactéria, causando danos celulares
(COTTON et al., 2019).

1.4 Teoria de cristalizacdo em meio liquido

O ZnO é um composto inorganico cristalino, possui uma estrutura regular interna,
com os atomos arranjados de forma ordenada e que se repetem periodicamente. Assim,
para uma melhor compreensdo dos parametros de sintese utilizados em nosso trabalho e
como poderia ocorrer a formacéo dos cristais de ZnO, foram apresentados, nos paragrafos
seguintes, alguns conceitos fundamentais sobre a precipitacdo de solidos a partir de
solucdes.

Apesar do controle de tamanho e da morfologia das NPs-ZnO ser de grande
importancia, por estas caracteristicas estarem intrinsicamente ligadas as suas aplicaces,
os fundamentos das variacbes morfoldgicas, em solucdo aquosa, carecem de estudos
(KAWANO; IMAL, 2010).

A formacéo de cristais em meio liquido pode ocorrer de duas formas distintas. A
primeira € a partir do liquido contendo a substancia pura. Resfriando-se lentamente o
liquido, abaixo de sua temperatura de fusdo, obtém-se o sdlido na sua forma cristalina.
Um exemplo classico é a formacdo de gelo a partir da solidificagdo da dgua. Com a
diminuicdo da temperatura, a energia do movimento molecular é reduzida de modo que
as moléculas ficam mais préximas umas das outras. Isto favorece as forgas de atragdo
entre elas (interagdes intermoleculares do tipo ligaces de hidrogénio) de modo que se
colocam em posi¢des mais estaveis (menor energia) levando a formacao de uma estrutura

regular, ou seja, a obtencéo de um sdlido cristalino (BUNN, 1972).
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A segunda forma de obtencdo de um solido cristalino € a partir da precipitacao de
uma solucédo, onde o material dissolvido, por exemplo em agua, precipita-se para formar
os cristais. No entanto, isto ocorre quando a concentracdo da solucdo ultrapassa a
concentracdo de saturacdo, levando a uma solucdo supersaturada; ou considerando a
atividade quimica, quando o potencial quimico (energia livre potencial molar) de uma
substancia em solucao é maior do que o potencial de saturagéo, o precipitado € formado
devido a diminuicdo da energia livre do sistema (NICHOLAS, 2011 apud BRECEVIC,
2000).

Nosso estudo envolveu a sintese de nanoparticulas de 6xido de zinco pela via
extracelular, empregando o caldo de cultivo, livre de células, da bactéria B. megaterium
RF1C. O caldo de cultivo, nomeado neste trabalho de caldo de sintese, foi misturado a
uma solugdo do sal precursor de nitrato de zinco hexa-hidratado para formar o sélido
cristalino. Assim, nas segdes seguintes foi focada a obtencdo de cristais a partir de
solucdes liquidas. A precipitacdo de solucdo envolve algumas etapas, como a
supersaturacdo, a nucleacao, o crescimento e o envelhecimento, que serdo brevemente e

gualitativamente abordadas.
1.4.1. Supersaturagio

As substancias possuem um determinado grau de solubilidade em um liquido, ou
seja, se dissolvem até certo ponto a depender de varios fatores como a relacdo entre a
quantidade de soluto e o seu volume, tipo de solvente, temperatura, pH etc. O grau de
dissolucdo de substancias pouco sollveis é expresso através de uma constante de
equilibrio que esta relacionada com a solubilidade da substancia no solvente. Esta
constante é o Kps - constante do produto de solubilidade (NICHOLAS, 2011).

Quando uma solucdo atinge o seu equilibrio, tem-se uma solucdo saturada, pois
uma determinada quantidade de solvente solubiliza 0 méaximo de soluto. Assim,
aumentando a quantidade de soluto no meio a solucdo torna-se supersaturada e acima de
certo grau de saturagdo o precipitado é formado. A supersaturacdo é um fator
determinante para o processo de cristalizagdo a partir de solucdo e pode ser provocada
através da alteracdo da temperatura, diminuicdo da quantidade de solvente (ex.
evaporacdo), pela alteracdo na composicédo do solvente e pelo aumento na concentracdo
do soluto (NICHOLAS, 2011 apud BRECEVIC, 2000).

Em sinteses quimicas de NPs-ZnO realizadas em solugdo, como os métodos sol-
gel, co-precipitacéo etc., a solubilidade dos ions Zn?* depende do pH da solucéo. Desta
forma, a supersaturacao pode ser controlada pela variagdo do pH do meio. Solu¢des com
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alto grau de supersaturacdo favorecem a alta taxa de nucleacdo com a formacgédo de
nanoparticulas menores, enquanto solu¢cdes com menor grau de saturacdo favorecem uma
baixa taxa de nucleacdo. A baixa taxa de nucleacdo pode favorecer a formacdo de
nanobastdes através do crescimento gradual do nanocristal no eixo ¢, como foi ilustrado
na Figura 13 (Secéo 1.4.3 p. 48). Neste caso, a variagdo no tempo de nucleagédo pode levar
a obtencdo de NPs-ZnO com uma distribuicdo de tamanho mais alargado. Assim, a adi¢éo
de sementes (ex. pequenas quantidades de cristais suspensos) na sintese pode controlar
melhor a distribuicdo de tamanho das nanoparticulas (KAWANO; IMALI, 2010).

1.4.2. Nucleacao

O processo de nucleagdo consiste no agrupamento de constituintes dissolvidos em
uma solucdo que vao se juntando e formando pequenos cristais ou germes cristalinos. E
a primeira etapa da cristalizagdo e pode ocorrer através de mecanismos primarios e
secundarios. No mecanismo primario a nucleacdo ocorre na auséncia de soluto ou cristais
suspensos, jd& 0 mecanismo secundario requer a presenca de cristais na solugdo
supersaturada (MUNOZ, 2018).

A nucleacdo pode ainda ocorrer de forma espontéanea e aleatéria formando cristais
puros (nucleacdo homogénea) ou pode ocorrer a partir da adsorcdo em pequenas
particulas contaminantes, se presentes na solucao (nucleacdo heterogénea) (NICHOLAS,
2011). No entanto, os germes formados sdo instaveis e podem ainda se dissolverem no
meio. Para continuarem a crescer precisam atingir um tamanho critico do ndcleo (Figura
11). E mais propenso o crescimento dos cristais a partir de ntcleos ja formados na solugio
do que a formacéo de novos germes (BUNN, 1972).

Figura 11- Representagdo da teoria da nucleagao classica. AG ¢ a variagdo da energia livre superficial,
AGyv ¢ a variag@o da energia livre volumétrica e AGs ¢ a variagdo da energia livre superficial.
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Fonte: MUNOZ (2018).
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Alguns fatores influenciam na nucleagéo, por exemplo a agitagdo. Os sistemas em
que a formacao de cristais ocorre sem perturbacdo do meio, os cristais tendem a crescer
de forma mais lenta. Assim, poucos nucleos sdo formados gerando cristais maiores e mais
perfeitos (BUNN, 1972). Outro fator é o grau de supersaturacdo, quanto maior o seu grau,
menor o nucleo inicial, mais facil a sua formacdo e mais rapida a geracdo de novos
nucleos, o que significa que em solucdo com alta supersaturacédo a nucleacéo é favorecida
em detrimento ao crescimento das particulas ou cristais (NICHOLAS, 2011).

Contudo, para favorecer o crescimento das particulas com supersaturacao reduzida
alguns procedimentos podem ser aplicados, tais como 0 aumento da temperatura e a
adicdo lenta do agente de precipitacdo, em agitacdo vigorosa, a fim de favorecer a
homogeneidade do sistema (MUNOZ, 2018).

1.4.3 Crescimento do cristal

Apo0s a nucleacdo, a supersaturacdo da solucdo diminui e com isso novos nucleos
deixam de ser formados e o cristal passa a crescer na solucdo. Isto ocorre atraves da
integracdo de duas ou mais unidades de crescimento para formar um cristal maior; e da
difusdo da unidade de crescimento (moléculas ou ions do soluto) da solucdo para a
superficie do cristal de forma a se incorporar no reticulo cristalino (MUNOZ, 2018;
NICHOLAS, 2011).

E importante o conceito de habito cristalino, que corresponde a aparéncia do cristal,
como a morfologia e 0 tamanho. Como os angulos entre as faces adjacentes sdo constantes
e caracteristicos de cada estrutura cristalina, variando-se o tamanho das faces € possivel
obter morfologias e tamanhos diferentes de cristais. Varios fatores relacionados com as
condicdes em que o cristal cresce podem influenciar o habito cristalino, dentre eles a
supersaturacdo, a agitacao, a presenca de impurezas, a temperatura, a pressao, o solvente,
a presenca de matéria organica etc. A Figura 12 ilustra trés tipos de habito cristalino
diferentes, mas pertencentes a0 mesmo sistema cristalino (hexagonal) (MUNOZ, 2018).

Figura 12- Trés diferentes tipos de habito cristalino para 0 mesmo sistema cristalino — hexagonal.
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Fonte: MUNOZ (2018).
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A adsorcdo de moléculas organicas na face (001) limita o crescimento dos
monocristais de ZnO na dire¢do do eixo ¢ formando nanoparticulas com morfologia
platiforme (Figura 13) (KAWANO; IMALI, 2010). Neste exemplo, pode-se notar que as
moléculas organicas tém influéncia sobre a morfologia das nanoparticulas, pois impedem
(ou diminuem a velocidade) de crescimento do cristal na face em que ela € adsorvida.
Portanto, o caldo de cultura proveniente do cultivo de bactérias, utilizado na sintese de
NPs-ZnO neste estudo, possui muitas e variadas moléculas organicas que podem interferir

no crescimento e na forma do cristal formado.

Figura 13- Exemplo de modelagem de morfologia das NPs provocada pela adsor¢éo de moléculas
organicas na face (001) de nanocristais de ZnO.
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Fonte: Modificado de KAWANO; IMAI (2010).

1.4.4 Amadurecimento e envelhecimento do cristal

Como descrito, a formac&o de cristais a partir de um liquido pode ocorrer através
de uma soluc¢do supersaturada. Contudo, a medida em que ocorre a nucleacdo a solucao
diminui seu grau de supersaturacdo, tornando-se saturada. Consequentemente, havera um
menor crescimento dos cristais. Devido a diferenca de saturacdo nos diversos locais da
solucgéo e do tempo de nucleacéo, os cristais formados possuem diferencas de tamanhos,
sendo 0s menores 0s mais instaveis por possuirem maior energia devido a maior razéo
entre superficie/volume. No entanto, mesmo com a diminui¢do da supersaturacdo da
solucdo, os cristais continuam crescendo através do processo de envelhecimento
(NICHOLAS, 2011).

O amadurecimento de Ostwald é o processo de envelhecimento mais conhecido e
consiste na redissolucdo preferencial dos cristais menores que sdo solvatados e
reprecipitados sobre os cristais maiores (Figura 14). Desta forma, hd um aumento tanto

no tamanho dos cristais, quanto na sua distribuicdo de tamanho, levando a uma
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diminuicdo da quantidade total de cristais no meio. Uma forma de prevenir este efeito é
através da adicdo de estabilizantes na solucéo, pois evitam o crescimento e a redissolucéo
dos cristais (ATKINS et al., 2008). Como foi descrito na Secdo 1.2 varios estudos
atribuem a matéria organica, produzida e secretada/excretada para o meio de cultura pelos
microrganismos, esta funcdo de estabilizagdo das nanoparticulas.

Figura 14- Processo de amadurecimento de Ostwald.
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Fonte: FRANZOL (2015).
1.5 Bacillus megaterium

Em nosso estudo, o microrganismo utilizado nas sinteses das nanoparticulas de
oxido de zinco, apés uma triagem, foi a bactéria Bacillus megaterium RF1C isolada das
folhas de cultura da laranja na regiéo de Araraquara/SP (ANJOS, 2018).

Bacillus megaterium é uma bactéria Gram-positiva, aerébia, que por ser um
microrganismo tolerante a diferentes temperaturas, salinidade e pressao osmdtica altas,
se adapta aos diversos tipos de ambientes. Pode ser encontrada no solo, em aguas pluviais
e marinhas, na rizosfera de diversas plantas etc.

O interesse econémico por este microrganismo estd na capacidade de algumas
cepas, produzirem substancias de valor comercial, tais como penicilina acilase, amilase,
glicose desidrogenase, emicina, oxitanocina, esteroide hidrolase, vitamina B12, dentre
outras. A bactéria pode ainda de ser usada como hospedeiro para a expressdo de DNA
recombinante (SOUZA, 2007) e na producdo de proteinas recombinantes (BUNK, 2010).
Algumas cepas também produzem &cido poli-y-glutdmico (SHIMIZU et al., 2007),
auxinas e poliaminas (VILCHEZ, 2018) e compostos fendlicos (CHAKRABORTY et al.,
2006).

A temperatura 6tima para o crescimento da bactéria B. megaterium varia entre 28 e
35°C - ndo crescendo acima de 45°C. O pH étimo de crescimento esta entre 7,0 e 8,5 -
nédo crescendo em pH abaixo de 5,0 (SOUZA, 2007 apud BERGEY, 1974).

A bactéria B. megaterium tem ainda a capacidade de esporular quando exposta a

ambiente ndo favoravel ao seu crescimento, como haixo teor de nutriente, alta densidade
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celular no meio, temperaturas mais elevadas e baixa disponibilidade de agua. A espécie
vegetativa € constituida por células cilindricas grandes com extremidades arredondadas
que podem ter tamanhos distintos a depender do meio em que é cultivada. Em Agar
Nutriente as dimensdes sdo em torno de 1,5 um de didmetro e entre 2,5 e 6,0 um de
comprimento (SOUZA, 2007).

As colbdnias de B. megaterium tém aspecto circulares com superficie levemente
rugosa, margens onduladas, de coloracdo branca leitosa a levemente amarelada (SOUZA,
2007).

Este estudo propds o desenvolvimento da sintese biologica de NPs-ZnO com a

bactéria B. megaterium RF1C.



2. MOTIVACAO

A importéncia e a necessidade de desenvolver novas metodologias de sinteses
economicamente viaveis e sustentaveis ao meio ambiente, bem como a falta de estudos
de otimizagdo dos pardmetros de sintese para a obtencdo de nanoparticulas de 6xido de
zinco pela via bioldgica mediada por bactérias motivaram o desenvolvimento desta
Dissertacdo de Mestrado (Figura 15).

Ademais, estudos na literatura, tém explorado poucos microrganismos capazes de

sintetizar nanoparticulas de ZnO, principalmente pela via extracelular.

Figura 15- Etapas para otimizacdo na obtencdo de nanoparticulas por células microbianas.
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Fonte: Modificado de YUSOF et al. (2019).

O Grupo de Quimica Organica e Biocatalise vem desenvolvendo metodologias de
sintese de compostos enantiomericamente puros ou enriquecidos, utilizando enzimas,

bem como a biotransformacdo de produtos naturais e sintéticos; a biodegradacédo e

biorremediacdo de compostos organopoluentes, tais como os pesticidas.

Assim, a obtencdo de nanoparticulas de 6xido de zinco, pela via bioldgica, além
de contribuir para a melhoria dos processos sustentaveis, amplia os trabalhos de pesquisa
do grupo, podendo ser usadas posteriormente para estudos mais direcionados a sua

aplicacdo, como por exemplo, na fotodegradacdo e biodegradacdo de pesticidas e em

catélise de sintese orgéanica.
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3. OBJETIVOS

3.1

Objetivo

O objetivo deste estudo foi sintetizar nanoparticulas de ZnO através do caldo de

cultivo, livre de células, da bactéria Bacillus megaterium RF1C.

3.2

a)

b)

9)

Objetivos especificos

Obter as nanoparticulas de 6xido de zinco através da sintese bioldgica,

mediada por bactéria, pela via extracelular.

Sintetizar nanoparticulas de ZnO variando os parametros de sintese, tais como
0 pH; a quantidade da matéria organica, proveniente do caldo de cultivo da
bactéria, livre de células; a concentracdo do reagente precursor das
nanoparticulas — nitrato de zinco hexa-hidratado e o tempo de sintese.

Caracterizar as nanoparticulas obtidas nas sinteses através das técnicas de
Espectroscopia Ultravioleta-Visivel (UV-vis), Analise de Difracdo de Raios-
X (XRD) e Analise de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV).

Verificar o teor de matéria organica nas NPs-ZnO através de analise

Termogravimétrica (TG).

Caracterizar a matéria organica (caldo de cultivo da bactéria B. megaterium
RF1C, livre de células) através das técnicas de Espectroscopia no
Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR), Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) e Cromatografia a Gas (GC-FID). Analisar o teor de agucares
totais, de proteinas totais e de lipideos totais. Identificar a faixa de tamanho

das proteinas presentes no caldo através da técnica de Eletroforese.

Verificar a morfologia das nanoparticulas de ZnO utilizando o caldo de cultivo
da bactéria B. megaterium RF1C, livre de células, com 12 h de cultivo; caldo
de cultivo, livre de células, com 24 h de cultivo de mais uma espécie distinta
de Bacillus (B. amyloliquefaciens RFD1C) e pela adicdo de moleculas
organicas como o &cido citrico, a L-cysteine hydrochloride monohydrate, o
biossurfactante — Ramnolipideo comercial e o 1,3-diaminopropano.

Realizar ensaios antimicrobianos com as NPs-ZnO sintetizadas pela via

bioldgica.
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4. PARTE EXPERIMENTAL |

Na Secdo 4.1 (p. 54) estdo descritos 0s materiais, 0s reagentes e 0s meios de
cultura utilizados nas sinteses das nanoparticulas de 6xido de zinco pela via extracelular
empregando o caldo de sintese da bactéria Bacillus megaterium RF1C e os reagentes
usados na analise de eletroforese.

Caldo de sintese foi o termo dado ao caldo de cultivo da bactéria Bacillus
megaterium RF1C ap0s ser centrifugado a 12000 rpm por 10 minutos e filtrado em filtro
de seringa de 0,45 um. E o caldo sem as células bacterianas utilizado nas sinteses das
NPs-ZnO.

Os reagentes e 0s meios de cultura foram utilizados sem tratamento adicional. A
agua deionizada utilizada no preparo das solugfes, nas sinteses e no preparo dos meios
de cultura foi obtida do sistema de purificacdo Tecnal — Osmose Reversa R-TE-4007-10.
A agua Milli-Q usada no preparo das solucdes da analise de eletroforese foi obtida do
sistema de purificacdo Elga — modelo Purelab Option-Q7 junto ao Laboratério do Grupo
de Bioquimica Molecular e Estrutural e Grupo de Quimica Medicinal e Bioldgica
coordenado pela Profa. Dra. Fernanda Canduri (IQSC/USP).

Na Secéo 4.2 estdo descritas as metodologias usadas no preparo das solucdes e
dos meios de cultura, na quantificagdo do crescimento da bactéria B. megaterium RF1C,
no cultivo dos microrganismos, no teste antimicrobiano e nos célculos do rendimento.

Na Sec¢do 4.3 estéo descritas as técnicas utilizadas na caracterizacdo das NPs-ZnO
e do caldo de cultivo da bactéria B. megaterium RF1C, livre de células, usado nas sinteses
das NPs-ZnO.

4.1 Materiais e equipamentos

Todos os materiais, vidrarias e meios de cultura utilizados durante a manipulagéo
e o cultivo dos microrganismos foram previamente esterilizados em autoclave vertical
(Phoenix) a 120°C por 20 minutos.

4.1.1 Reagentes e meios de cultura

Na Tabela 1 consta a relagcdo dos reagentes e dos meios de cultura usados nas
sinteses e nas caracterizagdes das NPs-ZnO. A Tabela 2 mostra a composi¢do do meio de
cultura Nutrient Broth usado no preparo dos meios de cultura sélido e liquido para o

cultivo dos microrganismos utilizados neste trabalho.
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Tabela 1- Relacdo dos reagentes e dos meios de cultura usados nas sinteses e nas caracterizagdes das

NPs-ZnO.
Reagentes Pureza Fornecedor Lote
Agar Nutriente - Exodo Cientifica 2111166242
Acetato de etila grau HPLC - C4HgO- - Synth -
Acetato de etila PA - C4HsO- - Synth -
Acido acético PA - CoH40, 99,7% Qhemis 19857
Acido citrico — CeHgO- 99% Synth -
Acrilamida - C3HsNO 98,53% Neon 42465
bis-Acrilamida - (H,.C=CHCONH),CH >98% Proguimica 07/0644
Alcool etilico PA - C;HsO 99,85% Neon 45077
Azul de bromofenol - C1gH10Brs0sS - Proguimica 06/1114
e el S somaauen MRS
Cloreto de sédio -NaCl 99% Synth 211077
Corante azul de coomassie - C47HasN3NaO-S: - Progquimica 14/0704
E—};);sct;eli\?g:;ﬂd{rzcghloride monohydrate - 98.5% Sigma Aldrich i
1,3-Diaminopropano - CsHioN2 99% Sigma Aldrich STBC4560V
Dodecil sulfato de sddio - NaC12H25S04 >98,5% Sigma Aldrich 046K0085
Glicerina — CH2(OH)CH2(OH)CH(OH) 99,5% Exodo Cientifica 2101060058
Hidroxido de sodio - NaOH 97% Synth 157163
2-Mercaptoetanol - C;HgOS - Sigma Aldrich -
Nitrato de zinco hexa-hidratado - (ZnNOs), 6H.0 98% Neon 52728
Nutrient Broth — NB - HIMEDIA 8888132822
Persulfato de aménio - (NH4)2S20s 98% Proguimica 15/0030
Protein MW Low Range - - -
Ramnolipideo comercial 90% AGAE Technologies -
Solugéo tamp&o Buffer pH 4,0 + 0,02 - Exodo Cientifica 2111045984
Solucgéo tampéo Buffer pH 7,0 £ 0,02 - Exodo Cientifica 2111106111
Tetrametiletilenodiamina (Temed) - CsH1sN2 99% Sigma Aldrich 832479-227
Tris-HCI - Hexapur 685411

Fonte: Autoria propria.

Tabela 2- Composi¢do do Nutrient Broth usado no preparo do meio de cultura sélido (Agar Nutriente) e
liquido (caldo nutriente) utilizados no cultivo da bactéria B. megaterium RF1C.

Composic¢édo do Nutrient Broth g.L?
Peptona 5,00
NaCl 5,00
HM peptona B# 1,50
Extrato de levedura 1,50

Fonte: Autoria prépria.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Carbono
https://pt.wikipedia.org/wiki/Hidrog%C3%AAnio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Bromo
https://pt.wikipedia.org/wiki/Oxig%C3%AAnio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Enxofre
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4.1.2 Microrganismos

As bactérias Bacillus megaterium RF1C, Bacillus amyloliquefaciens RFD1C e
Bacillus pseudomycoides 2RF2C (Tabela 3 e Figura 16) usadas neste trabalho foram
isoladas das folhas de cultura da laranja coletadas na regido de Araraquara/SP pela
Doutora Charlene Souza dos Anjos (ANJOS, 2014).

Estas linhagens encontram-se preservadas na colecdo de cultura de pesquisa do
Grupo de Quimica Organica e Biocatalise do Instituto de Quimica de Sdo Carlos da USP.
As bactérias encontram-se armazenadas em solugéo de glicerina a -20°C e -80°C (ANJOS,
2014).

Tabela 3- Relacgdo das bactérias usadas na obtengdo das NPs-ZnO com seus respectivos codigos de
isolamento e identificac&o.

Bactérias Cédigo de isolamento  Cddigo de identificacéo Teste de Gram
Bacillus megaterium MF537621.1 RF1C Gram-positiva
Bacillus amyloliquefaciens MF510169 RFD1C Gram-positiva
Bacillus pseudomycoides KY621921.1 2RF2C Gram-positiva

Fonte: Autoria propria.

Figura 16- Placas de culturas em meio sélido das bactérias isoladas da folha da laranja.

Bacillus amyloliquefaciens Bacillus megaterium Bacillus pseudomycoides
(RFDIC) (RFIC) (2RF2C)

Fonte: Modificado de VIANA (2020).

4.1.3 Equipamentos e materiais

Estdo descritos os equipamentos usados tanto na Parte Experimental | (Se¢éo 4)
quanto na Parte Experimental 11 (Secdo 5): agitador de tubos Vortex (Gehaka), autoclave
vertical (Phoenix), balanca analitica (Shimadzu), banho-maria (Caframo - modelo-
micro), banho ultrassom (Unique - modelo Ultra Cleaner 1450), cabine de fluxo laminar
(Veco), centrifuga (Hitachi — modelo CR22GlI1), evaporador rotativo (Tecnal), filtro de
seringa PES de 0,22 um (Sartorius stedim — referéncia 16532), filtro de seringa PES de
0,45 um (GVS Filter Technology — referéncia FJ25BSCPS004ALO01) incubadora shaker
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de bancada refrigerada (Novatécnica), medidor de pH de bancada (Qualxtron - modelo

8010) e micropipeta automatica de monocanal e de 8 canais.
4.2 Metodologia

Nos procedimentos que requereram a verificagdo e/ou o ajuste de pH, foi feita a

calibracdo do equipamento, nos valores de pH 4,0 e 7,0, antes de efetuar as medidas.
4.2.1 Preparo das solucdes usadas nas sinteses das NPs-ZnO

4.2.1.1 Preparo da solugéo 0,32M de nitrato de zinco hexa-hidratado
(ZnN0O3)2.6H20

Esta solucdo foi sempre preparada um dia antes de realizar as sinteses (Secédo 5)
das nanoparticulas, ndo sendo estocada.

Para o preparo de 100 mL de solugéo pesou-se 9,52 g de (ZnNO3)..6H20 em um
vidro de relégio os quais foram transferidos para um frasco béquer de 50 mL e
solubilizados em 40 mL de 4gua deionizada. Em seguida, para uma melhor solubilizacédo
do sal, o frasco béquer foi colocado em banho maria a 40°C por 20 minutos e depois em
ultrassom por mais 10 minutos. Ap6s, o contetdo do frasco béquer teve sua temperatura
ajustada para 25°C e com o auxilio de um funil de vidro, este volume foi transferido para
um baldo volumétrico de 100 mL e teve seu volume completado e aferido com agua
deionizada a 25 °C. Em seguida a solucdo foi filtrada em filtro de seringa de 0,2 um e
vertida em um frasco &mbar esterilizado (50 mL) e armazenada em geladeira (4°C) para
posterior utilizagdo. A filtracdo foi realizada dentro da cabine de fluxo laminar
previamente limpa com alcool 70% e luz germicida UV (254nm) por 20 minutos.

As solugdes de Zn(NO3)..6H20 de concentragdo abaixo de 0,32 M foram diluidas
a partir da solucdo de 0,32 M, através da formula de diluicdo descrita na equacédo 6. As
concentragcdes acima de 0,32 M foram preparadas seguindo o procedimento descrito,

variando apenas a quantidade do sal de Zn(NOz3)..6H20 pesada.

CixVi=Cax V2 Equacéo 6
Onde:

e C; éaconcentracdo da solugdo de partida;
e Vi é o0 volume da solucao de partida;
e Cyéaconcentracdo da solugdo diluida;

eV, é 0 volume final da solugdo diluida.
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4.2.1.2. Preparo da solucdo 1 M de hidréxido de sodio

Para o preparo de 100 mL de solucdo 1M de NaOH foram pesados 4 g de
hidroxido de s6dio em um vidro de reldgio, transferidos para um frasco béquer de plastico
e foram solubilizados em 100 mL de &gua deionizada. Em seguida a solucéo foi vertida

em um recipiente de pléstico e armazenada a temperatura ambiente.
4.2.2 Preparo das solucdes e dos géis usados na analise de eletroforese

As solucdes e geéis das secdes seguintes, 4.2.2.1 a 4.2.2.10, foram realizados no
Laboratdério do Grupo de Bioquimica Molecular e Estrutural e Grupo de Quimica
Medicinal e Biol6gica da Profa. Dra. Fernanda Canduri (IQSC/USP).

4.2.2.1 Preparo da solucéo de poliacrilamida

Em dois vidros de reldgio foram pesados, de forma distinta, 75 g do reagente
acrilamida e 2 g do reagente bis-acrilamida. Os reagentes foram transferidos para um
frasco béquer de 250 mL e foram dissolvidos em aproximadamente 170 mL de agua Milli-
Q. O conteldo teve sua temperatura ajustada para 25 °C e com auxilio de um funil de
vidro foram transferidos para um baldo volumétrico de 250 mL, o qual teve seu volume
completado e aferido com agua Milli-Q a 25 °C. A solucéo foi transferida para um frasco

embrulhado com papel aluminio e armazenada na geladeira (4°C).
4.2.2.2 Preparo do tampéo de Tris-HCI 2 M pH 8,8

Para o preparo de 250 mL de tampéo, foram pesados 60,57 g de Tris-HCI em um
vidro de relogio e transferidos para um béquer de 250 mL. O Tris-HCI foi dissolvido em
aproximadamente 230 mL de &gua Milli-Q. Em seguida, ap6s ajuste da temperatura para
25 °C, o pH foi ajustado para 8,8 com HCI concentrado. Por fim, o volume foi transferido,
com o auxilio de um funil de vidro, para um baldo volumétrico de 250 mL onde teve seu

volume completado e aferido com agua Milli-Q a 25 °C.
4.2.2.3 Preparo do tampao de Tris-HCI 2 M pH 6,8

Para o preparo de 100 mL de tampéo, foram pesados 24,23 g de Tris-HCI em um
vidro de relégio e transferidos para um frasco béquer de 100 mL. O Tris-HCI foi
dissolvido em aproximadamente 90 mL de agua Milli-Q. Em seguida, apds ajuste da

temperatura para 25 °C, o pH foi ajustado para 6,8 com HCI concentrado. Por fim, o
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volume foi transferido, com o auxilio de um funil de vidro, para um baldo volumétrico de

100 mL onde teve seu volume completado e aferido com agua Milli-Q a 25 °C.
4.2.2.4 Preparo do tampao de Tris-HCI 50 mM pH 7,2

Para o preparo de 2 L de tampéo, foram pesados 12,11 g de Tris-HCI em um vidro
de relégio e transferidos para um frasco béquer de 2 L. O Tris-HCI foi dissolvido em
aproximadamente 1,8 L de agua Milli-Q. Em seguida, em agitacdo magnética, o pH foi
ajustado para 7,2 com HCI concentrado. O volume foi transferido para uma proveta de 2

L onde teve seu volume completado e aferido com agua Milli-Q.
4.2.2.5 Preparo do tampao corante para amostra de eletroforese

Para o preparo de 30 mL de tampdo, 1,5 mL do tampéo Tris-HCI pH 6,8; 6 mL de
glicerol e 420,5 pL de 2-mercaptoetanol foram transferidos para um frasco béquer de 50
mL. Em seguida, foram pesados 0,06 g de azul bromofenol e 1,2 g de dodecil sulfato de
sodio e transferidos para um frasco béquer. Apdés, foram adicionados ao frasco béquer um
volume de 22,08 mL de agua Milli-Q. Os reagentes foram misturados manualmente, com
0 auxilio de um bastao de vidro, até obtencdo de uma solucdo homogénea. A solucéo foi

armazenada em geladeira (4°C) por tempo indeterminado até o seu uso.
4.2.2.6 Preparo da solucéo de dodecil sulfato de sédio (SDS) 10%

Para o preparo de 50 mL de solugdo SDS 10%, foram pesados em um vidro de
relogio 5 g do reagente dodecil sulfato de sédio. Em seguida, o reagente foi transferido
para um frasco béquer de 50 mL onde foi dissolvido em aproximadamente 30 mL de agua
Milli-Q. Apds ajuste da temperatura para 25 °C, o volume foi transferido, com o auxilio
de um funil de vidro, para um baldo volumétrico de 50 mL. O volume do baldo foi

completado e aferido com agua Milli-Q a 25 °C.
4.2.2.7 Preparo da solucéo de persulfato de aménio (PA) 10%

Para o preparo de 10 mL de solucdo, foi pesado 1 g do reagente persulfato de
amonio e adicionado um volume de 10 mL de agua Milli-Q. Para a dissolucdo do

reagente, foi usado o agitador Vortex.
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4.2.2.8 Preparo da solucéo do corante azul de coomassie

Para o preparo de 200 mL de solucéo do corante azul de coomassie, em um vidro
de relogio foram pesados 0,4 g do corante azul de coomassie que em seguida foi
transferido para um frasco béquer de 250 mL. Ao béquer foram adicionados 20 mL de
acido acético PA, 100 mL de alcool etilico PA e 80 mL de agua Milli-Q. A solugdo foi
agitada manualmente, com auxilio de um bastao de vidro, e em seguida foi armazenada
em frasco ambar de 500 mL a temperatura ambiente por tempo indeterminado até o seu

uso.
4.2.2.9 Preparo da solucéo descorante do gel de poliacrilamida

Para o preparo de 200 mL da solucédo descorante foram adicionados em um frasco
béquer de 250 mL um volume de 20 mL de acido acético PA, 100 mL de alcool etilico
PA e 80 mL de agua Milli-Q. A solucdo foi agitada manualmente, com auxilio de um
bastdo de vidro, e em seguida foi armazenada em um frasco ambar de 500 mL a

temperatura ambiente por tempo indeterminado até o seu uso.
4.2.2.10 Preparo do gel de resolucao

Como se trata do preparo de um gel, que gelifica rapido, o preparo da solucéo foi
feito de forma breve. Em um frasco erlenmeyer de 50 mL foram adicionados na seguinte
ordem: 1 mL do tampao Tris-HCI (pH 8,8 2 M), 50 uL da solucdo de SDS 10%, 50 pL
de agua Milli-Q, 2,5 mL da solucédo de acrilamida (30%), 1,4 mL de agua Milli-Q, 6 pL
de tetrametiletilenodiamina (Temed) e 30 uL de persulfato de aménio (P.A.) (10%). A

mistura foi agitada manualmente e foi utilizada logo em seguida no preparo do gel.
4.2.2.11 Preparo do gel de empilhamento

Como se trata do preparo de um gel, que gelifica rapido, o preparo da solucéo foi
feito de forma breve. Em um frasco erlenmeyer de 50 mL foram adicionados de forma
breve, na ordem que segue, 120 pL do tampéo Tris-HCI pH 6,8 2 M, 20 uL da solucao
de SDS 10%, 20 pL de agua Milli-Q, 300 pL da solucédo de acrilamida (30%), 1,5 mL de
agua Milli-Q, 3 pL da solucdo de Temed e 15 pL de PA (10%). A mistura foi agitada

manualmente e utilizada logo em seguida no preparo do gel.
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4.2.3 Preparo dos meios de cultura e das solugbes usadas na contagem de

células bacterianas viaveis e no teste antimicrobiano
4.2.3.1 Preparo do meio de cultivo solido — Agar Nutriente (AN)

Para o preparo do meio de cultura, para um total de 10 placas de Petri, foram
pesadas 2,6 g de Nutrient Broth e 4 g de Agar em um vidro de relégio. Ambos foram
transferidos para um frasco béquer no qual foi adicionado 200 mL de &gua deionizada e
mantidos em agitacdo manual até completa solubilizacdo. Em seguida foi verificado o
valor do pH (7,0 £ 0,2) do meio de cultura utilizando um medidor de pH de bancada.

O conteudo foi vertido em um frasco Schott de 500 mL e esterilizado em autoclave
a 120°C por 20 minutos. Apds a esterilizacdo o meio de cultura foi resfriado a temperatura
ambiente e vertido em placa de Petri esterilizada descartavel (plastico) e de diametro de
90 x 15 mm de altura. Em cada placa foram vertidos aproximadamente 20 mL de meio
de cultura. Apds a completa solidificagdo do meio de cultura, a temperatura ambiente, as
placas foram fechadas e tiveram suas bordas vedadas com parafilme. Em seguida, foram
identificadas e armazenadas na geladeira (4°C) para serem utilizadas no tempo maximo
de 2 meses. Todo o procedimento de preparo dos meios de cultura s6lido em placas de
Petri foi realizado dentro da cabine de fluxo laminar (Veco) previamente limpa com
alcool 70% e luz germicida UV (254nm) por 20 minutos.

4.2.3.2 Preparo do caldo nutriente (CN)

Para o preparo do caldo nutriente foram pesadas em vidro de relogio 2,6 g do meio
de cultura Nutrient Broth e transferidas para um frasco béquer no qual foi adicionado 150
mL de &gua deionizada e mantidos em agitacdo manual até a completa dissolugdo. Em
seguida foi verificado o valor do pH (7,0 £ 0,2) do caldo utilizando um medidor de pH de
bancada. O contetdo foi vertido em um frasco erlenmeyer de 500 mL, o qual foi vedado
com um tampéo de algoddo/gaze e esterilizado em autoclave a 120°C por 20 minutos. O

caldo nutriente foi preparado no dia anterior da sua utilizagao.
4.2.3.3 Preparo da solucéo salina 0,86% de NacCl

Para o preparo de 100 mL de solugéo salina 0,86% de NaCl foram pesados 0,86 g
de cloreto de sddio em um vidro de reldgio e transferidos para um frasco béquer onde foi
adicionado 100 mL de agua deionizada. Apos a completa solubilizacédo, a solugédo foi

transferida para frasco Schott e esterilizada em autoclave a 120°C por 20 minutos. A
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solugdo foi armazenada em temperatura ambiente e utilizada dentro do prazo maximo de
15 dias.

4.2.3.4 Preparo da solucédo 20% de glicerina

Para o preparo de 30 mL de solugdo 20% de glicerina foram pesados 0,39 g de
Nutrient Broth em um frasco béquer de 50 mL e dissolvidos em 24 mL de 4gua deionizada
em agitacdo manual. Em seguida, 6 mL de glicerina foram adicionados. A solucgédo de
glicerina foi esterilizada em autoclave a 120°C por 20 minutos e ap6s resfriamento, a

temperatura ambiente, ficou armazenada em geladeira (4°C) até o seu uso.

4.2.3.5 Preparo da solucéo de brometo 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT) 1 mg.mL™?

Para o preparo de 15 mL de solugdo, em um frasco béquer de 25 mL foram pesados
15 mg de MTT. Dentro da capela de fluxo laminar foram adicionados 15 mL de agua
deionizada esterilizada ao béquer. O MTT foi dissolvido por agitacdo manual. Ap6s
completa solubilizacdo do MTT, a solucao foi filtrada em filtro de seringa de 0,2 um e
armazenada em frasco ambar revestido em papel aluminio e conservado em geladeira a

4°C onde permaneceu estocado no maximo por 10 dias.
4.2.4 Contagem de células vidveis da bactéria B. megaterium RF1C

Este protocolo foi realizado para quantificar a populacdo das bactérias viaveis de
B. megaterium RF1C apds o indculo em meio de cultura ligquido. Este procedimento foi
necessario para se ter a relacdo entre a quantidade de unidades formadoras de coldnia por
mL e o valor de absorbancia obtido no UV-vis. Assim, foi possivel obter a quantificacdo
estimada das col6nias no meio de cultivo, o qual foi utilizado na sintese das NPs-ZnO
apos a separacdo das células por centrifugacao.

Para o procedimento da diluicdo seriada da populacdo bacteriana, seguida da
contagem de coldnias em placa, pelo método de semeadura por espalhamento, e a relagédo
entre a densidade oOtica com o numero de células, empregou-se como referéncia as
literaturas de BROCK et al., p. 155-158, 2016 e Miles et al. (1938). O procedimento esta
ilustrado na Figura 17.

A quantificagéo do crescimento das bactérias Bacillus amyloliquefaciens RFD1C
e Bacillus pseudomycoides 2RF2C, cujo caldo de sintese foi usado na Sintese 1 (Sec¢éo

5.1.1, p. 81), seguiu 0 mesmo procedimento realizado pela B. megaterium RF1C.
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Figura 17- Quantificacdo da populacéo de bactérias pelo método de diluicdo seriada.
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Fonte: Modificado de Disponivel em: tecnica-diluic3a7c3a3o-seriada.jpg (960x540) (wordpress.com).
Acesso em 18 de mai. 2023.

A Tabela 4 contém os valores de absorbancia empregados neste trabalho, os quais
estimam uma concentracio de bactéria na ordem de 10° UFC mL™. Os valores de
absorbancia foram empregados no cultivo das bactérias em meio liquido (Secédo 4.2.5.2,
p. 64) cujo caldo de sintese, livre de células, foi usado posteriormente nas sinteses de
NPs-ZnO (Secéo 5).

Tabela 4- Valores de absorbancia das suspensfes bacterianas que foram empregadas no cultivo das
bactérias em meio liquido para a obtencdo do caldo de sintese.

Bactéria Cadigo Absorbéncia (610nm)
Bacillus megaterium RF1C 0,202 £ 0,015
Bacillus amyloliquefaciens RFD1C 0,213 £ 0,015
Bacillus pseudomycoides 2RF2C 0,167 = 0,015

Fonte: Autoria propria.

4.2.5 Cultivo dos microrganismos

Todos os procedimentos descritos nas Segdes 4.2.5.1 (p. 61) e 4.2.5.2 (p. 62)
foram realizados dentro da cabine de fluxo laminar previamente limpa com alcool 70% e
luz germicida UV (254nm) por 20 minutos. Esses procedimentos foram realizados antes

de cada sintese para a obtencdo das nanoparticulas de 6xido de zinco.
4.2.5.1 Cultivo da bactéria B. megaterium RF1C em meio de cultura solido

Inicialmente foi feito um repique da bactéria B. megaterium RF1C, preservada na
solucéo de glicerina (20%) e armazenada em freezer (-20°C), para uma placa de Petri
contendo o0 meio de cultura Agar Nutriente. O repique da bactéria foi feito com o auxilio

de uma alca de niquel-cromo, previamente esterilizada em chama no bico de Bunsen. O
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indculo na placa de Petri foi incubado em estufa a 32° + 2°C por 24 + 1h para o
crescimento das col6nias bacterianas.

Os cultivos em meio de cultura sélido das bactérias Bacillus amyloliquefaciens
RFD1C e Bacillus pseudomycoides 2RF2C, cujos caldos de sintese foram usados apenas
na Sintese 1 da Se¢do 5.1.1 (p. 81) seguiram 0 mesmo procedimento utilizado com a B.

megaterium RF1C.
4.2.5.2 Cultivo da bactéria B. megaterium RF1C no caldo nutriente

Apobs 24 h de crescimento da bactéria B. megaterium RF1C em placa de Petri
(Secdo 4.2.5.1, p. 63), com o auxilio de uma alga de niquel-cromo, esterilizada na chama
do bico de Bunsen, foi retirado um indculo bacteriano da superficie da placa e transferido
para um tubo de ensaio contendo 7 mL de caldo nutriente esterilizado. O tubo de ensaio
foi agitado em um agitador do tipo VVortex a fim de homogeneizar a suspenséo de bactéria.

Em seguida, 1 mL desta suspensdo bacteriana foi adicionado em uma cubeta
acrilica (LmL) e foi efetuada a leitura da absorbancia, no espectrofotdmetro UV-vis, no
comprimento de onda de 610 nm. A concentracdo da suspensao bacteriana foi sendo
ajustada (ora adicionando caldo nutriente, ora o in6culo) até obter uma densidade Otica
de 0,200 £ 0,015. Em seguida, 3 mL desta suspenséo bacteriana foram transferidos para
um frasco erlenmeyer contendo 150 mL de caldo nutriente esterilizado. Posteriormente,
o frasco erlenmeyer foi colocado em uma incubadora Shaker para promover o
crescimento bacteriano por 24 + 1 h a 32 + 3°C em agitacdo a 150 rpm.

Apos 24 h o caldo bacteriano obtido foi vertido em tubos de centrifuga de 250 mL
e centrifugados a 12000 rpm a 20°C por 10 minutos. A massa bacteriana (pellets) foi
descartada e o sobrenadante foi filtrado em filtro de seringa de 0,45 um para
posteriormente ser utilizado nas sinteses das nanoparticulas de ZnO. O sobrenadante,
livre de células, foi nomeado de caldo de sintese nas sinteses da Se¢éo 5.

Para conferir se o sobrenadante centrifugado e filtrado, nomeado de caldo de
sintese, estava realmente livre de células, foi inoculado 1 mL do mesmo em placa de
Petri contendo 0 meio de cultura sélido Agar Nutriente.

O cultivo das bactérias B. amyloliquefaciens RFD1C e B. pseudomycoides 2RF2C
em meio de cultura liquido seguiu 0 mesmo procedimento da bactéria B. megaterium
RF1C.



64

A Figura 18 ilustra os procedimentos descritos nesta Secdo 4.2.5 e a Figura 19

contém o fluxograma do processo.

Figura 18- llustragdo do procedimento descrito na Secéo 4.2.5 para a obtencdo do caldo de sintese.
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Fonte: Autoria propria.

Figura 19- Fluxograma do cultivo de bactérias para a obtencdo do caldo de sintese (livre de células).
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Fonte: Autoria propria.
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4.2.6 Teste antimicrobiano

O teste antimicrobiano realizado neste estudo teve como referéncia as literaturas
Clinical and Laboratory Standards Institute (2012), VEIGA (2016) e OSTROSKY et al.
(2008).

A fim de verificar a atividade antimicrobiana das NPs-ZnO e determinar a
concentracdo inibitéria minima (CIM) das NPs-ZnO capaz de inibir o crescimento
microbiano, foi utilizado o método de microdilui¢cdo em caldo nutriente.

Para o teste foram usadas cepas de Escherichia colli ATCC25922 e Staphylococus
aureus ATCC25923. As cepas bacterianas foram fornecidas pelo Laboratorio do Grupo
de Biotecnologia Microbiana coordenado pela Profa. Dra. Méarcia Nitschke (IQSC-USP).

Os testes foram realizados em placas de plastico estéreis contendo 96 pocos com

fundo redondo (em “U”) conforme ilustrado na Figura 20.

Figura 20- Placa de plastico usada no teste antimicrobiano.

Fonte: Disponivel em placa pogo 96 - Bing images/Acesso em: 26 de abr. 2023.

Nas colunas 1-11, em cada poco, foram adicionados 100 pL de caldo nutriente.
Nos pocos da primeira coluna da placa foram adicionados 100 pL da suspensdo de NPs-
ZnO na concentracdo de 4800 pg/mL, logo, a concentracdo final das NPs-ZnO na
primeira fileira foi de 2400 pg/mL. Ap6s homogeneiza¢do com a micropipeta automatica
de 8 canais, 100 uL do conteudo da coluna 1 foram transferidos para a coluna 2, assim
sucessivamente até a coluna 10. Em seguida, nas colunas 1-11 foram adicionados, em
cada poco, 20 uL de in6culo da suspensdo bacteriana na concentragdo de 10" UFC/mL.

A coluna 11 da placa foi utilizada como controle positivo de crescimento contendo
apenas 0 meio de cultura e o in6culo bacteriano. A coluna 12 foi utilizada como controle
negativo contendo nos 4 primeiros pogos (A-D) apenas o caldo nutriente e nos outros 4
pocos restantes (E-H) a suspensdo de NPs-ZnO.

Ap0s o preenchimento dos pocos, a placa foi fechada e incubada em estufa a 37°C
por 24 h.


https://www.bing.com/images/search?view=detailV2&ccid=q25E54pS&id=D7037C6F0E4158109CC2B1DF6D2A32805C35A3AA&thid=OIP.q25E54pS2skJBrE41tH3pAHaEc&mediaurl=https%3A%2F%2Fwww.bmbio.com%2Fimg%2Fgoods%2F1%2FPCR-96-MJ.jpg&exph=300&expw=500&q=placa+po%c3%a7o+96&form=IRPRST&ck=FC4491E02CBCAFE9B98B25EEF5540EE0&selectedindex=0&ajaxhist=0&ajaxserp=0&pivotparams=insightsToken%3Dccid_qSFXAi6n*cp_683ED0F8E9947700FE865943156DB3AF*mid_D7037C6F0E4158109CC2D4FDAD8CE0E6BE6A4B9A*simid_607990236568509418*thid_OIP.qSFXAi6nv5oWFf78f0hZSgAAAA&vt=0&sim=11&iss=VSI&simid=608008279710177524&cdnurl=https%3A%2F%2Fth.bing.com%2Fth%2Fid%2FR.ab6e44e78a52dac90906b138d6d1f7a4%3Frik%3DqqM1XIAyKm3fsQ%26pid%3DImgRaw%26r%3D0&ajaxhist=0&ajaxserp=0
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Passadas as 24 h de incubacdo, com o auxilio de uma algca de niquel-cromo
esterilizada, foram inoculados em placas contendo o meio de cultura solido, Agar
Nutriente, o contetdo dos pogos das fileiras onde, visualmente, ndo houve crescimento
microbiano. Em seguida, para uma melhor visualizagdo do resultado do teste
antimicrobiano, foram adicionados, em cada poco, 20 puL do corante MTT na
concentracdo de 1 mg/mL. Apos a adicdo do MTT a placa foi incubada por mais 30

minutos em estufa a 37°C. Em seguida foi feita a leitura visual da placa.
4.2.7 Rendimento

A fim de verificar o rendimento das NPs-ZnO foi feita a liofilizacdo da Sintese
5.2 (Secdo 5.2.2, p. 86). Esta sintese foi escolhida por fornecer NPs-ZnO com melhor
aspecto na micrografia de MEV, apresentando morfologia mais bem definida e com
tamanho de gréos abaixo de 100 nm (68,0 nm £ 13,6 nm).

Para determinar o rendimento a Sintese 5.2 foi feita em triplicata de acordo com
0 seguinte procedimento. Os frascos Falcon vazios tiveram suas massas determinadas.
No final da sintese, apds a lavagem final, os frascos Falcon foram centrifugados a 15000
rpm por 10 min., os sobrenadantes foram descartados. Os tubos Falcon foram congelados
em nitrogénio liquido e colocados em frascos de liofilizacdo. Ap6s 6 h de liofilizacdo, os
frascos Falcon foram pesados novamente. A massa de NPs-ZnO pdde ser calculada pela
diferenca de massa entre o frasco Falcon vazio e o frasco Falcon contendo as NPs-ZnO
liofilizadas. Considerando a obtencdo apenas de ZnO, sem considerar a possivel presenca

de Zn(OH)2, o rendimento foi calculado segundo a Equacéo 7.

R% = [(100*m) /(mo)] — MO Equacao 7
Onde:
R% é a porcentagem do rendimento obtido;
mo € a massa de Zn?* presente no sal do precursor Zn(NO3z),.6H-0;
m é a massa de Zn?* presente no ZnO;

MO é a porcentagem da matéria organica determinada na andlise termogravimétrica.

4.3 Caracterizacao do caldo de sintese e das NPs-ZnO

Nesta Sec¢do 4.3 foram relacionadas as analises realizadas na caracterizagdo do
caldo de sintese e das NPs-ZnO. Na Tabela 5 foram relacionados os locais onde cada

analise foi feita.
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Para a realizacdo das analises de Termogravimetria (TG), de Ressonancia
Magnética Nuclear de liquido (RMN) e de Espectroscopia no Infravermelho com
Transformada de Fourier (FT-IR) do caldo de sintese, o caldo foi liofilizado conforme
descrito na Secdo 4.3.17 (p. 79).

Para a realizacdo das analises de Termogravimetria (TG), Espectroscopia Raman
e para efetuar os célculos do rendimento as amostras das NPs-ZnO foram liofilizadas

conforme descrito na Secao 4.3.18 (p. 79).
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Tabela 5- Relacdo das analises realizadas na caracterizacdo das NPs-ZnO e do caldo de sintese e as suas
respectivas localizacGes e colaboragdes.

Analise

Material analisado

Local

Andlise Termogravimétrica (TG)

Analisador Elementar

(CHNS)

Cromatografia a Gas (CG-EM)

Difracdo de Raios-X (XRD)

Espalhamento Dinamico de Luz -
Dynamic Light Scattering (DLS)

Eletroforese

Espectroscopia no Infravermelho com

Transformada de Fourier (FT-IR)

Espectroscopia no Ultravioleta-visivel
(UV-vis)

Espectroscopia Raman

Espectroscopia de Energia Dispersiva
(EDS)

Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV)

Potencial Zeta

Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) de liquido

Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) de s6lido

Tensdo Superficial

Teor de agucares totais, lipideos totais
e proteinas totais

NPs-ZnO liofilizada e

Caldo de sintese

liofilizado

NPs-ZnO

Caldo de sintese

NPs-ZnO

NPs-ZnO

Caldo de sintese
dialisado

NPs-ZnO
e Caldo de sintese
liofilizado

NPs-ZnO

NPs-ZnO

NPs-ZnO

NPs-ZnO

NPs-ZnO

Caldo de sintese

liofilizado

NPs-ZnO

Caldo de sintese

Caldo de sintese

Laboratério do Grupo de Materiais
Macromoleculares e Fibras Lignoceluldsicas.
Responsavel Profa. Dra. Elisabete Frollini
(IQSC-USP)

Central de Analises Quimicas Instrumentais —
CAQI do Instituto de Quimica de S&o Carlos —
1QSC

Laboratoério do Grupo de Quimica Organica e
Biocatalise. Responsavel Prof. Dr. André Luiz
Meleiro Porto (IQSC-USP)

Central de Analises Quimicas Instrumentais —
CAQI do Instituto de Quimica de S&o Carlos —
1QSC

Laboratério do Grupo de Materiais Coloidais.
Responsavel Prof. Dr. Laudemir Carlos
Varanda (IQSC-USP)

Laboratério do Grupo de Bioquimica Molecular
e Estrutural e Grupo de Quimica Medicinal e
Bioldgica. Responsavel Profa. Dra. Fernanda

Canduri (IQSC/USP)

Laboratorio de Sintese Organica “Prof. Warner
Bruce Kover”. Responsavel Prof. Dr. Antonio
Carlos B. Burtoloso (1QSC-USP)

Laboratoério do Grupo de Quimica Orgénica e
Biocatélise. Responsavel Prof. Dr. André Luiz
Meleiro Porto (IQSC-USP)

Central de Analises Quimicas Instrumentais —
CAQI do Instituto de Quimica de Séo Carlos —
1QSC

Central de Analises Quimicas Instrumentais —
CAQI do Instituto de Quimica de S&o Carlos —
1QSC

Central de Analises Quimicas Instrumentais —
CAQI do Instituto de Quimica de S&o Carlos —
1QSC

Laboratério do Grupo de Materiais Coloidais.
Responsavel Prof. Dr. Laudemir Carlos
Varanda (IQSC-USP)

Central de Analises Quimicas Instrumentais —
CAQI do Instituto de Quimica de S&o Carlos —
1QSC

Laboratdrio de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) sob colaboragdo. Responsavel Prof. Dr.
Thiago Venancio (UFSCar)

Laboratoério do Grupo de Biotecnologia
Microbiana. Responsavel Prof. Dra. Marcia
Nischke (IQSC-USP)

Empresa CBO Analises Laboratoriais
(\Valinhos-SP)

Fonte: Autoria propria.
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4.3.1 Andlise por Termogravimetria (TG)

Para verificar a porcentagem da matéria organica presente nas nanoparticulas de
oxido de zinco esta analise foi realizada no equipamento Termobalanca da marca
Shimadzu, modelo TGA-50 em atmosfera de ar sintético, no intervalo de temperatura de
25°C a 900°C. A vazdo usada foi de 50 mL min.™ e a taxa de aquecimento foi de 10°C
min.™. O equipamento possui suporte de amostra de platina e a massa amostral analisada
foi de 8 mg tanto para as analises realizadas com as NPs-ZnO quanto para a analise

realizada com o caldo de sintese. Ambos foram liofilizados previamente.
4.3.2 Cromatografia a Géas acoplada ao Espectrometro de Massas (CG-EM)

A analise por CG-EM do caldo de sintese foram realizadas no aparelho Shimadzu/
CG-2010plus equipado com um injetor Shimadzu/ AOC-5000 e detector de massas
(Shimadzu MS2010plus) com injecdo eletronico (IE, 70 eV). As separages foram
realizadas em uma coluna capilar de silica fundida (SLB-5MS 5% difenil/95% dimetil
siloxano) da Agilent J&W Advanced 30 m de comprimento x 0,25 mm de didmetro
interno e 0,25 mm de espessura de filme.

A amostra foi analisada com fluxo constante de gas hélio utilizando-se uma vazéo
de 0,75 mL min.? e pressdo de 46,5 kPa. A temperatura do injetor foi de 250 °C. A
temperatura inicial da coluna foi de 90 °C mantida durante 2 min., em seguida foi elevada
a 280 °C na taxa de 6 °C min.™ e mantida nessa temperatura por 6,5 min. O tempo total
de analise foi de 40,17 min., injetando-se 1 uL com razdo de divisao de fluxo 5,0. A
temperatura da fonte de ions foi de 200 °C e da interface foi de 270 °C. Os ions foram
monitorados de 4 a 40 min. na faixa de m/z 40 a 500.

Para efetuar a analise por CG-EM foi feita a extracdo dos compostos organicos

presentes no caldo de sintese, conforme descrito na se¢do a seguir (Secao 4.3.2.1).

4.3.2.1 Extracé@o dos compostos organicos presentes no caldo de sintese da B.
megaterium RF1C

Apos o cultivo da bactéria B. megaterium RF1C, conforme descrito na Secdo
4.2.5.2 (p. 64), em um frasco erlenmeyer de 125 mL, contendo uma barra magnética,
foram adicionados 40 mL de acetato de etila e 50 mL do caldo de sintese. O sistema foi
colocado em agitacdo magnética a aproximadamente 250 rpm por 30 minutos. Apos, 0
contetdo foi transferido para um funil de separacdo de 250 mL e a fase aquosa foi

descartada. Em seguida, foram realizadas 3 extragdes com 50 mL de acetato de etila para
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cada uma das extragdes. A fase aquosa foi descartada e a fase organica foi adicionado
uma porcdo de sulfato de sodio anidro (Na2SO4) a fim de remover toda a agua da fase
organica, que em seguida foi filtrada. O contetdo filtrado foi transferido para um baldo
de fundo redondo de 250 mL e o solvente foi removido sob pressdo reduzida em rota
evaporador (Fisaton). A fracdo obtida da fase organica, que ficou no baldo de fundo
redondo, apds a remocdo total do solvente, foi ressuspendida em 5 mL de acetato de etila
grau HPLC e um volume de 1 mL foi transferido para um frasco vial de 2 mL e analisado
por CG-EM.

4.3.3 Difracéo de raios-X (DRX)

Para confirmar se houve a formacdo da estrutura cristalina das NPs-ZnO, para
identificar sua fase e obter o tamanho médio dos cristalitos obtidos nas sinteses através
da equacéo de Debye-Scherrer, foi usado o Difratdmetro de Raios X D8 marca Bruker e
modelo D8 Advance. As analises foram realizadas no intervalo de varredura de 5 a 100
graus, com passo de 0,02 grau, tempo de irradiacdo de 0,5 s por passo e poténcia de 1600
W (40 mA e 40 kV).

A equacdo de Debye-Scherrer relaciona a largura a meia altura dos picos de

difracdo com o tamanho médio dos cristalitos através da Equacéo 8.

KA

r=— Equacéo 8
fcost

Onde:
e T éotamanho médio dos cristalitos;
o K éaconstante de Scherrer (fator de forma adimensional, varia com a forma do cristal);
e )\ é o0 comprimento de onda dos raios-X;
e [} ¢ alargura integral do pico, sendo (20) a largura na metade da altura do pico de difracéo;
e 0 ¢ o angulo de Bragg.
Os calculos de tamanho do cristalito estdo no Apéndice A.

4.3.3.1 Preparo da amostra para analise de DRX

As NPs-ZnO, obtidas em suspensdo nas sinteses (Se¢do 5), foram secas a
temperatura ambiente. Para a secagem, uma aliquota de 3 mL de suspensdo de NPs-ZnO
foi colocada em uma placa de Petri, limpa, seca e exposta a temperatura ambiente dentro

de um armario fechado ao abrigo de poeira e demais contaminantes particulados. A
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amostra seca foi macerada em um cadinho de porcelana e em seguida foi depositada em

uma placa de vidro e colocada no equipamento para anélise.
4.3.4 Espalhamento Dindmico de Luz (DLYS)

Para medir a distribuicdo do tamanho das nanoparticulas de ZnO, foi usado o
equipamento Zetasizer da marca Malvern — modelo Zetasizer Nano ZS. Os parametros
das NPs-ZnO usados nas analises foram o indice de refracdo (IR) de 2,00, a absorcdo de
0,1 e a viscosidade de 1,003 cP.

4.3.4.1 Preparo da amostra para anélise de DLS

As NPs-ZnO foram suspensas, na concentragao de 20 pug/mL, em uma solucéo de
cloreto de sédio (NaCl) 10° M. Em seguida, foram colocadas no ultrassom por 30
minutos. Ap0s, permanecerem em repouso por 24 h a temperatura ambiente e em seguida

foram analisadas por DLS.
4.3.5 Anélise por eletroforese

Para a realizacdo da analise de eletroforese, primeiro foram feitos os géis onde a
amostra do caldo de sintese dialisado e concentrado, bem como o marcador padréo, foram
aplicados. Foi montado o suporte de preparo do gel (Figura 21) e em seguida o gel de
resolucdo (Secdo 4.2.2.10, p. 60) foi preparado e adicionado entre as placas de vidro.
Apos 20 minutos, tempo de solidificacdo do gel de resolucdo, o gel de empilhamento
(Secdo 4.2.2.11, p. 60) foi preparado e adicionado, logo em seguida, entre as placas de
vidro. Esperou-se 20 minutos para a solidificacao do gel.

Figura 21- Montagem das placas de vidro para o preparo dos géis de resolucdo e de empilhamento para a
andlise de eletroforese.

Fonte: Autoria prépria.
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A montagem das placas de vidro, contendo os géis preparados, foi colocada dentro
da cuba de eletroforese (Figura 22). Um volume de 5 puL do tampé&o Tris-HCI 50 mM pH
7,2 (Secdo 4.2.2.4 p. 59) e um volume de 10 uL do tampéo corante para amostra (Se¢édo
4.2.2.5, p. 59) foram adicionados a 5 pL da amostra do caldo de sintese dialisado e
concentrado (Secéo 4.3.5.1, p. 74). Entdo, 10 pL desta mistura foram aplicados no gel.
Para comparacdo da analise, também foi aplicado no gel o marcador padrdo Protein
Molecular Weights — Low Range. Apds aplicacdo das amostras, a cuba foi fechada e foi

aplicada uma tensdo elétrica de 120 V.

Figura 22 - Montagem da anélise de eletroforese, cuba contendo o gel onde foram aplicadas a amostra do
caldo de sintese dialisado, e concentrado, e o marcador.

Fonte: Autoria propria.

O marcador Protein Molecular Weights — Low Range é uma mistura de seis
proteinas nativas de 14,400kDa a 97,400kDa e foi usado como padrdo de tamanho das

proteinas (Figura 23).

Figura 23- Proteinas que contém o marcador padrao Protein Molecular Weights — Low Range e seus
respectivos tamanhos e fontes de obtencdo.

KDa Proteina Fonte
— 7 ) Fosforilase B Musculo de coelho
— 66.4 Albumina sérica Bovina
— 443 Ovalbumina Clara de ovo de galinha
— 290 Anidrase carbdnica Bovina
— 201 Inibidor da tripsina Soja
e — 143 Lisozima Clara de ovo de galinha

Fonte: Modificado de Disponivel em Protein Molecular Weight Marker (Low) (takara-bio.co.jp)/Acesso:
16 de mai. 2023.


https://catalog.takara-bio.co.jp/PDFS/3450_ds_j.pdf#:~:text=Protein%20Molecular%20Weight%20Marker%20%28Low%29%20Description%20%3A%20This,Weight%20range%20between%2014.3%20kDa%20and%2097.2%20kDa.
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4.3.5.1 Preparo da amostra do caldo de sintese para analise de eletroforese

Para a andlise de eletroforese, a fim de remover 0s sais presentes no meio, assim
como as moléculas abaixo de 30 kDa, o caldo de sintese foi dialisado. Para isso, 30 mL
do caldo de sintese foi vertido em uma membrana de 30 kDa que foi lacrada dos dois
lados. Em seguida, a membrana foi colocada em um frasco béquer contendo 2 L de
solucédo tampédo Tris-HCI 50 mM pH 7,2. O sistema foi mantido em agitacdo magnética
branda e acondicionado em uma caixa de isopor com gelo para manter o ambiente
resfriado por 4 h. Passada as 4 h, a solucgéo de Tris-HCI pH 7,2 foi trocada por uma nova
solucéo, na qual a membrana permaneceu por 15 h. Em seguida foi feita uma outra troca
da solucéo tampao Tris-HCI pH 7,2 na qual a membrana permaneceu por mais 8 h. Por
fim, houve uma ultima troca da solucdo tamp&o onde a membrana permaneceu por mais
15 h aproximadamente.

Apos a didlise o caldo de sintese foi concentrado via centrifugacdo. Para isso, 0
caldo de sintese dialisado foi retirado da membrana, com o auxilio de uma micropipeta
automatica, e transferido para um tudo de centrifugacdo contendo uma membrana de 10

kDa. Através da centrifugacdo o volume do caldo foi reduzido para 0,5 mL.

4.3.6 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-
IR)

A identificacdo dos grupos funcionais presentes nas nanoparticulas de ZnO e no
caldo de sintese, livre de células, usado na sintese foi feita pela técnica de infravermelho
no equipamento Espectrofotdmetro de Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-
IR) da marca Bruker e modelo Alpha (ATR) equipado com cristal de ZnSe.

4.3.6.1 Preparo das amostras para analise de FT-IR

Para a realizacdo desta andlise, as amostras do caldo de sintese e das NPs-ZnO
foram liofilizadas. Apos, foram maceradas em cadinho de porcelana e submetidas a

analises.
4.3.7 Espectroscopia no Ultravioleta-visivel (UV-vis)

Para a verificacdo preliminar da formacdo de nanoparticulas de ZnO foram feitas
as analises de UV-vis para verificar se houve a absor¢do de energia no comprimento de

onda caracteristico das NPs-ZnO. Os valores de comprimentos de ondas absorvidos pelas
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NPs-ZnO na regido do ultravioleta-visivel tiveram como pardmetro os valores descritos
na literatura (Tabela 6).

Para a realizacdo das analises de UV-vis foi utilizado o espectrofotémetro da
marca Shimadzu - modelo UV-1800 com ldmpada de Deutério (D2) 062-65055-05 para
a regido UV e lampada de Tungsténio-halogénio (WI) 062-65005-00 para a regido do

visivel. A cubeta utilizada nas analises foi de Quartzo ES de 1 mL.

Tabela 6- Valores de comprimentos de onda absorvidos pelas NPs-ZnO na regido do UV-vis descritos
em trabalhos da literatura.

Referéncia Valores de Comprimentos de onda (nm)
SELVARAJAN et al., 2013 385
SELVARAJAN et al., 2013 374
KUNDU et al., 2014 340
SARAVANAN et al., 2018 346
AL-ZAHRANI et al., 2018 392
KRO et al., 2018 390
SINGH et al., 2014 360
RAUF et al., 2017 373
RAJABAIRAVI et al., 2017 379
BALRAJetal., 2017 364

Fonte: Autoria propria.

4.3.7.1. Preparo das amostras para as andlises por UV-vis

Para a realizacdo das analises por UV-vis as NPs-ZnO obtidas nas sinteses da
Secdo 5 foram diluidas em agua deionizada, de 20 a 100 vezes, até que o valor de
absorbancia obtido na leitura fosse inferior a 1-2 u.a. As leituras tiveram a agua

deionizada como controle (branco).
4.3.8 Espectroscopia Raman

A anélise de Espectroscopia Raman foi realizada a fim de detectar as vibragdes
que constituem a amostra de NPs-ZnO. Para esta analise foi usado o equipamento
Espectrometro de Raman da marca Horiba - modelo LabRam HR Evolution.

O equipamento foi configurado com quatro objetivas, de 5x, 10x, 15x e 100x de
aumento e quatro conjuntos de lasers de 325, 473, 633 e 785 nm com filtros do tipo Edge,
que permite analise a partir de 50 cm™ para os lasers de 473, 633 e 785 nm e a partir de

150 cm™ para o laser 325 nm.


https://store.shimadzu.com/p-51381-deuterium-lamp-for-uv-vis-spectrophotometers.aspx
https://store.shimadzu.com/p-52088-halogen-lampuvspd.aspx
https://www.researchgate.net/scientific-contributions/Neethipathi-Rajabairavi-2142443784?_sg%5B0%5D=dvqda8wu1pk0CQ8AdDaU0QwS8OjFM7ljcQK6eoRs7ZPlZz74Vtd-3m63styydSPF75NsiS4.ME3hy7j_6iQE26kiF44a9c-Z5-3gnErfYsVyFgRWFW0LX7XxxxJcvVGqvfJbJnSl8rTWCWTxbmmIo5RwmRUyAg&_sg%5B1%5D=xQ9alHrw5ZhuQNy8Bl8PM0TEHqANuCR_EQRetHmDv7ayrLrFy9WDcHVOlA36XwpuTTQK8x4.nnDs4SSrUe8CjZrvbya6zqo6sDysIiTNoM0CwhbcC-TZK9Hf-KIhobdzHw-t1tcfEfUw5Xik7ZRjHSMshAs9mg
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4.3.8.1 Preparo da amostra para analise de Raman
A amostra foi preparada conforme descrito na Se¢édo 4.3.3.1 (p. 71)
4.3.9 Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS)

A espectroscopia de energia dispersiva de raios X € uma técnica analitica que
permite a caracterizacdo quimica, ou analise elementar, dos materiais. As posi¢es dos
picos no espectro identificam os elementos.

As analises de EDS foram realizadas em um equipamento da BRUKER, modelo
XFlash 6/60 equipado com software Esprit 2.3. Utilizou-se padréo de Cu para calibracéo,
feixe de elétrons de 15kV e distancia focal de 10 mm, A area da amostra analisada foi de
320x320um.

4.3.9.1 Preparo da amostra para anélise de EDS

A secagem da amostra foi realizada conforme descrito na Secédo 4.3.3.1 (p. 71).
Posteriormente, foi macerada e o pé obtido foi colocado sobre uma fita de aluminio que

em seguida foi fixada no suporte de analise.
4.3.10 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para determinar a morfologia e o tamanho das nanoparticulas, por meio da
observacao mais profunda da superficie do material, foi usado o Microscépio Eletronico
de Varredura da marca Japan Electron Optics Ltd. (JEOL), modelo JSM 7200F.

Para determinar o tamanho médio das NPs-ZnO foi feita a contagem de
aproximadamente 200 nanoparticulas, para a maioria das medidas, por meio da utilizacédo
do Software ImageJ. O tamanho de particula foi medido pelo Didametro maximo de Feret
(PAPINI, 2003; MERKUS, 2009). Para a contagem foi levada em consideragéo todas as
particulas, considerando todas as morfologias.

4.3.10.1 Preparo das amostras para analises de MEV

As amostras de NPs-ZnO obtidas nas sinteses (Sec¢do 5), suspensas em agua,
foram mantidas em ultrassom por 15 minutos e em seguida foram diluidas 200 vezes em
agua deionizada. Uma gota da suspensdo foi colocada sobre uma pequena lamina de

silicio. A gota foi seca a temperatura ambiente para posterior analise. Ndo foi necessario
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fazer a metalizagdo da amostra, pois as micrografias apresentaram um bom contraste

fornecendo imagens nitidas.
4.3.11 Potencial Zeta

Para verificar a estabilidade coloidal das NPs-ZnO em meio aquoso foi usado o
equipamento Zetasizer da marca Malvern — modelo Zetasizer Nano ZS. Os parametros
das NPs-ZnO usados nas andlises foram o indice de refracdo do ZnO (IR) de 2,00, a
absorcéo de 0,1 e a viscosidade de 1,003 cP. As medidas foram feitas em funcédo dos
valores de pH 2, 4, 6, 8 e 12. A titulacdo foi feita pelo préprio equipamento com a adicéo
de HCI 0,1 M e 0,01 M e NaOH 0,1 M.

4.3.11.1 Preparo das amostras para as analises de Potencial Zeta

As NPs-ZnO secas, conforme Secdo 4.3.3.1 (p. 71), foram suspensas nha
concentracéo de 50 pg/mL em uma solugéo de cloreto de s6dio 10 M. Em seguida, foram
colocadas no ultrassom por 30 minutos. Apos, as amostras foram colocadas em cubeta de

poliestireno a 25 °C para a realizacdo das analises.
4.3.12 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) para amostra liquida

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é uma técnica
utilizada na caracterizacdo de substancias organicas, na determinacdo de estrutura
tridimensional, entre outras. Logo, para a elucidacdo da composicdo da matéria organica
presente no caldo de sintese da bactéria B. megaterium RF1C que foi utilizado na sintese
das NPs-ZnO, foram realizadas as analises de RMN de *H e 1*C.

O equipamento utilizado foi um Espectrémetro de Ressonancia Magnética Nuclear
— 500 MHz da marca Agilent Technologies e modelo 400/54 Premium Shield. Os
deslocamentos quimicos foram expressos em ppm e referenciados em relacao ao sinal do

solvente deuterado.
4.3.12.1 Preparo da amostra para analise de RMN de liquido

Para a realizacdo das analises por RMN H e 3C, um volume de 50 mL do caldo
de sintese da bactéria B. megaterium RF1C foi liofilizado por 24 h. Apos liofilizacéo, 60
mg do caldo de sintese foi solubilizado em 600 pL de 4gua deuterada (D20) e vertido em

um tubo de RMN (178 mm de comprimento e 5 mm de didmetro) para posterior anélise.
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4.3.13 Ressonancia Magnética Nuclear de s6lido (RMN)

O equipamento utilizado foi um Espectrometro de Ressonancia Magnética
Nuclear — 400 MHz da marca Brucker. Os deslocamentos quimicos foram expressos em
ppm e referenciados em relagdo ao sinal do solvente DMSO. Foram realizadas as analises
de RMN de *C com rotagdo de 5kHz.

4.3.13.1 Preparo da amostra para analise de RMN de solido

As NPs-ZnO obtidas em suspensdo nas sinteses (Secdo 5) foram secas a
temperatura ambiente. Para a secagem uma aliquota de aproximadamente 10 mL de
suspensdo de NPs-ZnO foi colocada em placa de Petri, limpa, seca e exposta a
temperatura ambiente dentro de um armario fechado ao abrigo de poeira e demais
contaminantes particulados. A amostra seca foi macerada, em um cadinho de porcelana,

e em seguida foi depositada em um suporte para analise e colocada no equipamento.
4.3.14 Tensdo superficial do caldo de sintese

Foi medida a tensdo superficial, pelo método do anel de Du Noliy, do caldo de
sintese previamente centrifugado e filtrado, livre de células (Secdo 4.2.5.2, p. 64), das
bactérias B. megaterium RF1C, B. amyloliquefaciens RFD1C e B. pseudomycoides
2RF2C. O equipamento utilizado foi da marca Attension - modelo Attension Sigma.

Para a analise foram usados 20 mL dos caldos de sintese que previamente tiveram

suas temperaturas ajustadas para 25°C.
4.3.15 Analise do teor de agucares totais, lipideos totais e proteinas totais

As andlises de teor de acUcares totais, lipideos totais e proteinas totais, do caldo
de sintese da bactéria B. megaterium RF1C foram realizadas pela empresa CBO Analises
Laboratoriais localizada em Valinhos/SP.

A anélise de agUcares totais teve como referéncia a literatura Thompson, J.C.
Methods for the Determination of Carbohydrates by lon Chromatography, Proceedings
of the 1990 Sugar Processing Research Conference, Sugar Processing Research Inc., San
Francisco, California, USA, May 29-June 1, 1990, 381-396.

A andlise de lipideos totais teve como referéncia a literatura American Oil
Chemists™ Society. 2017. AOCS. Oficial Procedure. Rapid Determination of QOil/ Fat
Utilizing High Temperature Solvent Extraction. Am 5-04. p. 1-4.; ANKOM Technology
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Method 12-12-05.; Compéndio Brasileiro de Nutricdo Animal. 2017. Guia de Métodos
Analiticos. Método n. 12 p.75-77.
A analise de proteinas totais teve como referéncia o Compéndio Brasileiro de

Alimentagdo Animal, 2017, método 45.
4.3.16 Analisador Elementar

A Analise Elementar de CHNS, também conhecida como Anélise Organica
Elementar, determina as quantidades de carbono (C), hidrogénio (H), nitrogénio (N) e
enxofre (S) presentes em uma amostra.

Para a realizacdo da analise elementar foi usado o equipamento da marca

ThermoScientific - modelo FlashSmart.
4.3.16.1 Preparo da amostra para Analise Elementar
A secagem da amostra foi realizada conforme descrito na Segéo 4.3.3.1 (p.71).
4.3.17 Liofilizacdo do caldo de sintese

Para a liofilizacdo do caldo de sintese, 50 mL da amostra foram vertidas em frasco
de liofilizacdo de 350 mL e congelado em nitrogénio liquido. O frasco permaneceu
vedado com papel filme em um freezer até o dia seguinte e entdo foi acoplado ao
liofilizador onde permaneceu por 24 h.

O equipamento utilizado foi da marca Ewards — modelo Freeze Dryer Modulyo.
As amostras do caldo de sintese foram liofilizadas no Laboratério do Grupo de
Bioquimica e Biomateriais, coordenado pela Profa. Dra. Ana Maria de Guzzi Plepis e
pelo Prof. Dr. Sérgio A. Yoshioka (IQSC-USP).

4.3.18 Liofilizagéo das NPs-ZnO

A fim de liofilizar as NPs-ZnO, 20 mL da suspensdo em agua das NPs-ZnO foram
vertidas em frasco Tubo Falcon de 50 mL e centrifugadas a 15000 rpm. Apoés a
centrifugacéo o sobrenadante foi descartado e o frasco tipo Tubo Falcon contendo as NPs-
ZnO foi congelado em nitrogénio liquido. O frasco tipo Tubo Falcon foi tampado e
colocado dentro de um recipiente de liofilizagdo (frasco de vidro de 350 mL) que foi
acoplado ao liofilizador onde permaneceu por 6 h. Apds a retirada do frasco do

liofilizador as NPs-ZnO liofilizadas foram armazenadas em um dessecador.
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O equipamento utilizado foi um liofilizador da marca Thermo Electron
Corporation — modelo MODULYOD-115 acoplado a bomba Thermo Electron
Corporation — modelo RV8A65413906. As amostras de NPs-ZnO foram liofilizadas no
Laboratdrio do Grupo de Fotoguimica coordenado pela Profa. Dra. Carla Cristina Schmitt
Cavalheiro (IQSC-USP).
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S. PARTE EXPERIMENTAL I

A solucéo do sal precursor de Zn(NOs3)2.6H20 foi esterilizada através de filtragdo
em filtro de seringa de 0,2 pum apds o seu preparo, conforme descrito na Se¢éo 4.2.1.1 (p.
57).

5.1 Sintese das NPs-ZnO sem o ajuste de pH

511 Sintese 1 - variacdo da concentracdo do sal precursor de
Zn(NO3)2.6H20

Esta sintese foi baseada no trabalho de SARAVANAN et al. (2018) com as
devidas modificagdes.

Em trés frascos erlenmeyer de 250 mL foi adicionado 100 mL do caldo de sintese
da bactéria B. megaterium RF1C. Em seguida foram realizados os procedimentos a
sequir:

Sintese 1.1: No primeiro frasco erlenmeyer de 250 mL foi adicionado 0,034 g do
sal de Zn(NOs)..6H-0, previamente dissolvido em 15 mL de &gua deionizada, de forma
que a concentracdo final do sal no meio (caldo de sintese acrescido do volume de agua)
fosse de 1 mM.

Sintese 1.2: No segundo frasco erlenmeyer de 250 mL foi adicionado 0,17 g do
sal de Zn(NOs)..6H-0, previamente dissolvido em 15 mL de &gua deionizada, de forma
que a concentracao final do sal no meio (caldo de sintese acrescido do volume de agua)
fosse de 5 mM.

Sintese 1.3: No terceiro frasco erlenmeyer de 250 mL foi adicionado 0,34 g do
sal de Zn(NOs)2.6H20, previamente dissolvido em 15 mL de agua deionizada, de forma
que a concentracao final do sal no meio (caldo de sintese acrescido do volume de agua)
fosse de 10 mM.

Os frascos erlenmeyer foram colocados no Shaker a 32°C, em agitacdo de 150 rpm
por 24 h. Apds as 24 h o conteudo dos frascos erlenmeyer foi centrifugado a 15000 rpm
por 10 minutos em tubos Falcon de 50 mL. O sobrenadante foi descartado. Ao material
solido foram adicionados 20 mL de dgua deionizada esterilizada. Os tubos Falcon foram
armazenados em geladeira (4°C) para posteriores anlises e caracterizacao.

Estas sinteses também foram realizadas com as bactérias B. amyloliquefaciens
RFD1C e B. pseudomycoides 2RF2C e seguiram 0s mesmos procedimentos utilizados

com a B. megaterium RF1C.
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Figura 24- Esquema da Sintese 1.

100 mL de caldo de 100 mL de caldo de 100 mL de caldo de
sintese sintese sintese
+ + +

0,024 g de 0,17 g de 0,34 g de
Zn(NO3)z2.6HzO Zn(NO3)2.6Hz0 Zn(NO3)2.6H20
dissolvido em 15 mL dissolvido em 15 mL dissolvido em 15 mL
de dgua deionizada de agua deionizada de agua deionizada

v

SHAKER
24 h 150 rpm a 32 °C

CENTRIFUGAGAO
15000 rpm - 10 min.

SOBRENADANTE SOLIDO

DESCARTE ADIGAO DE 20 mL DE
AGUA DEIONIZADA
ESTERIL

ARMAZENAMENTO

Fonte: Autoria propria.

5.1.2 Sintese 2 - variacdo da quantidade do caldo de sintese e aumento da

concentracéo do sal precursor de Zn(NO3z)2.6H20

A proporgéo entre o caldo de sintese da bactéria B. megaterium RF1C e a solucéo
precursora do sal de Zn(NOz3)..6H20 teve como base os trabalhos de JAYASEELAN et
al. (2012), SELVARAJAN et al. (2013), ZAHRANI et al. (2018), SINGH et al. (2014) e
RAJABAIRAVI et al. (2017). A concentracdo do sal precursor de Zn(NOz3)..6H-0 teve
como referéncia o trabalho de PRASAD; JHA (2009).

O caldo de sintese da bactéria B. megaterium RF1C foi adicionado em trés frascos
erlenmeyer de 250 mL. Em cada frasco erlenmeyer foi adicionada a solucdo esterilizada
do sal de Zn(NOz)2.6H-0, em agitacdo magnética a 350 rpm por 10 minutos, conforme
as quantidades e as concentracdes descritas nas reacdes a seguir:

Sintese 2.1: Em um frasco erlenmeyer de 250 mL foram adicionados 100 mL do
caldo de sintese + 50 mL de soluc¢do do sal de Zn(NO3)2.6H20 a 10 mM.

Sintese 2.2: Em um frasco erlenmeyer de 250 mL foram adicionados 50 mL do
caldo de sintese + 50 mL de solucéo do sal de Zn(NO3),.6H20 a 10 mM.

Sintese 2.3: Em um frasco erlenmeyer de 250 mL foram adicionados 50 mL do
caldo de sintese + 50 mL de solu¢do do sal de Zn(NO3)2.6H20 a 0,32 M.


https://www.researchgate.net/scientific-contributions/Neethipathi-Rajabairavi-2142443784?_sg%5B0%5D=qZsR-zlpQDgU_HeRZ_zExjfNY2ewUYqKM4FjweQMqCjEZ5vmrXSvoJsfSXFr5lwO4DIpkMY.wwt0NThTCtaDu_k2XgoUf2F0gOvQUZUALyQEUP7x-jnuEQrsAZsFxy9eFX22pmuhMQ1MN1Ld_5MxYrB4_eEGZw&_sg%5B1%5D=0wXr-W9Ih2Wwz0RgPOYH-Is6XxpQMd5N-caGIyEQMbIBG5kCSqJAPmNZLE9U97UFWbH_jfU.bxm4qlI_6nvVou4-cawH-ofnmaKYRJ4DL-hdaRbi_iBvlbv_LbMHci6urqexR9qhxfksuU1vy_-tG50wIzxeIg
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ApoOs a agitacdo magnética os frascos erlenmeyer foram colocados no shaker a
32°C, em agitacao de 150 rpm por 48h. Em seguida, o contetido dos frascos erlenmeyer
foi transferido para tubos Falcon de 50 mL e centrifugado a 15000 rpm por 10 minutos.
O sobrenadante foi descartado e ao material solido foram adicionados 20 mL de &gua
deionizada esterilizada. Os tubos Falcon foram armazenados em geladeira (4°C) para

posteriores analises e caracterizagdo das NPs-ZnO.

Figura 25- Esquema da Sintese 2.

CALDO DE
SINTESE
B.megaterium

100 mL
DO CALDO DE
SINTESE

SOB AGITAGAC SOB AGITAGAO SOB AGITAGAO
MAGNETICA 350 rpm MAGNETICA 350 rpm
ADICAO 50 mL ADICAO 50 mL
Zn(NO2)2.6H20 10 mM Zn(NO3)2.6H20 10 mM Zn(NO3)2.6H20 0,32 M

SHAKER
48 h 150 rpm a 32 °C

CENTRIFUGAGAO
15000 rpm - 10 min.

SOBRENADANTE

ADICAO DE 20 mL DE
AGUA DEIONIZADA

ARMAZENAMENTO

Fonte: Autoria propria.

5.1.3 Sintese 3 — varia¢do da temperatura

O estudo sobre a variagdo da temperatura de sintese das NPs-ZnO teve como base
os trabalhos de SINGH et al. (2014), TRIPATHI et al. (2014), SELVARAJAN et al.
(2013) e PRASAD; JHA (2009).

O caldo de sintese da bactéria B. megaterium RF1C foi adicionado em um frasco
erlenmeyer de 125 mL e em um baldo de fundo redondo de 100 mL, aos quais foi
adicionada a solucéo esterilizada do sal de Zn(NO3z)2.6H20, conforme a seguir:



83

Sintese 3.1: Em um frasco erlenmeyer de 125 mL foram adicionados 20 mL do
caldo de sintese + 20 mL de solucdo do sal de Zn(NOz3)2.6H20 a 0,32 M. O sal foi
adicionado em agitacdo magnética (350 rpm) e aquecimento a 60°C no qual foram
mantidos por 24 h em sistema fechado.

Sintese 3.2: Em um bal&o de fundo redondo de 100 mL foram adicionados 20 mL
do caldo de sintese + 20 mL de solucdo do sal de Zn(NO3)2.6H20 a 0,32 M. O sal foi
adicionado em agitacdo magnética (350 rpm) e aquecimento a 80°C no qual foram
mantidos por 24 h. A Sintese 3.2 foi realizada em sistema de refluxo.

Apos a adicéo do sal de Zn(NOz)2.6H20 o pH foi medido, através do pHmetro de
bancada, e o valor encontrado foi de 6,5. Ap6s as 24 h, o pH foi novamente medido,
também pelo pHmetro de bancada e o valor encontrado nas Sinteses 3.1 e 3.2 foi de 6,5.
Todo o contetido das Sinteses 3.1 e 3.2 foi transferido para tubos Falcon de 50 mL e
centrifugado a 15000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e ao material
solido foram adicionados 20 mL de &gua deionizada esterilizada. Os tubos Falcon foram

armazenados em geladeira (4°C) para posteriores andlises e caracterizacdo das NPs-ZnO.

Figura 26- Esquema da Sintese 3.

20 mL
CALDO DE SINTESE
B.megaterium

SOB AGITACAO MAGNETICA
350 rpm

ADIGAO 20 mL
ADICAO 20mL Zn(NO3)2.6H20 0,32 M
Zn(NO3)2.6H20 0,32 M

REAGAO SOB SISTEMA DE REFLUXO
“GI:Q“;J’:&:AGNE':;; 32540hrpm AGITAGAO MAGNETICA 350 rpm
ENTO AQUECIMENTO 80°C 24 h

CENTRIFUGAGAO
15000 rpm - 10 min.

SOBRENADANTE

ADIGAO DE 20 mL DE
AGUA DEIONIZADA
ESTERIL

ARMAZENAMENTO

Fonte: Autoria prépria.
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5.2 Sintese das NPs-ZnO com o ajuste de pH

Nas sinteses das Sec¢bes 5.2.1 (p. 85) a 5.2.4 (p. 89) foi utilizado o caldo de sintese
da bactéria B. megaterium RF1C.

O esquema de montagem ilustrado na Figura 27 foi usado nas Sinteses 4-8.

Ajuste da
temperatura
do sal
precursor de
Zn(NO3)».6H,0;
do caldo de
sintese e da
solugdo de
NaOH 1M
para 25 °C.

° Adicao do

de sintese a NaOH 1M
solugao do sal

precursor de

Zn(NO3)26H20

Lavagem - 5 vezes com Cetrifugacdo a
Analises '* agua deionizada 15.000 rpm por 10
esterilizada. minutos.

1

Fonte: Autoria propria.

5.2.1 Sintese 4 — variacédo do pH

O caldo de sintese da bactéria B. megaterium RF1C foi adicionado em cinco
frascos béquer de 100 mL. A solucéo esterilizada do sal de Zn(NO3z)2.6H20 a 0,32 M foi
adicionada nos frascos béquer conforme descrito a seguir:

Sintese 4.1: Em um frasco béquer de 100 mL foram adicionados 20 mL do caldo
de sintese da bactéria B. megaterium RF1C. Em seguida foi adicionado, em agitacéo
magnética a 350 rpm, um volume de 20 mL de solu¢éo do sal de Zn(NO3),.6H20. O pH
foi ajustado para 7,0 com solucdo de NaOH 1M. Apos a estabilizacdo do pH o contetdo
foi vertido em um frasco erlenmeyer de 125 mL esterilizado e fechado com tampéo de
algodéo/gaze.

Sintese 4.2: O mesmo procedimento descrito na Sintese 4.1 foi realizado, com a
diferenca que o pH do caldo de sintese, apds a adi¢do do sal de Zn(NO3)..6H20, foi
ajustado para 7,5.

Sintese 4.3: O mesmo procedimento descrito na Sintese 4.1 foi realizado, com a
diferenca que o pH do caldo de sintese, apds a adi¢do do sal de Zn(NO3)..6H20, foi
ajustado para 8,0.

Sintese 4.4: O mesmo procedimento descrito na Sintese 4.1 foi realizado, com a
diferenca que o pH do caldo de sintese, apds a adi¢do do sal de Zn(NOz3)..6H20, foi

ajustado para 9,0.
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Sintese 4.5: O mesmo procedimento descrito na Sintese 4.1 foi realizado, com a
diferenca que o pH do caldo de sintese, apds a adicdo do sal de Zn(NO3)..6H20, foi
ajustado para 10,0.

Os frascos erlenmeyer das Sinteses 4.1 a 4.5 foram colocados no shaker e
mantidos a 32°C a 150 rpm por 24 h. Apds o periodo de 24 h, os contetdos dos frascos
erlenmeyer foram transferidos para frascos, distintos, de centrifuga (tubos Falcon) de 50
mL e centrifugados a 15000 rpm por 10 minutos. Os sobrenadantes foram descartados e
o material sélido de cada sintese foi lavado (Secdo 5.2.6, p. 90) e armazenado em

geladeira (4°C) para posteriores analises e caracterizagao das NPs-ZnO.

Figura 28- Esquema da Sintese 4.

20 mL
CALDO DE SINTESE
B.megaterium

SOB AGITAGAO SOB AGITAGAD
MAGNETICA 350 rpm

e B
ADICAO DE 20 mL
Zn(NO3)26HZO 032M Zn(NO2)z.6HIO 0,32 M

SHAKER
24 h 150 rpm a 32 °C
CENTRIFUGAGAO
15000 rpm 10 min.

SOBRENADANTE

LAVAGEM

ARMAZENAMENTO

Fonte: Autoria propria.

5.2.2 Sintese 5 — variacdo da quantidade de caldo de sintese

Em cinco frascos béquer de 100 mL foram adicionados 20 mL de solucdo do sal
de Zn(NOz)2.6H20 a 0,32 M. Posteriormente, em agitacdo magnética (350 rpm), foram
adicionados separadamente aos frascos béquer:

Sintese 5.1: 20 mL de caldo de sintese da bactéria B. megaterium RF1C.

Sintese 5.2: 4 mL de caldo de sintese da bactéria B. megaterium RF1C.

Sintese 5.3: 2 mL de caldo de sintese da bactéria B. megaterium RF1C.
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Sintese 5.4: 1 mL de caldo de sintese da bactéria B. megaterium RF1C.

Sintese 5.5: 0,5 mL de caldo de sintese da bactéria B. megaterium RF1C.

Em seguida, o valor de pH de cada Sintese (5.1 a 5.5) foi ajustado para 8,0. Apos
a estabilizacdo do pH, o contetdo foi transferido para frascos erlenmeyer de 125 mL,
esterilizado e fechado com tampéo de algoddo/gaze, que foram colocados no shaker onde
permaneceram por 24 h a 32°C em agitacéo de 150 rpm.

Passadas as 24 h de sintese das NPs-ZnO, o pH foi verificado novamente em todos
os frascos erlenmeyer (Tabela 7). Cada contetido dos frascos erlenmeyer (Sinteses 5.1-
5.6) foi transferido para frascos distintos de centrifuga (tubos Falcon) de 50 mL e
centrifugado a 15000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o material
solido foi lavado (Secdo 5.2.6, p. 90) e armazenado em geladeira (4°C) para posteriores
andlises e caracterizagdo das NPs-ZnO.

Tabela 7- Controle dos valores de pH medidos ap6s 24 h de sintese das NPs-ZnO com o caldo de sintese
da B. megaterium RF1C.

Sinteses Valores de pH obtidos das Sinteses 5.1 a 5.5
Sintese 5.1 7,38
Sintese 5.2 6,90
Sintese 5.3 6,79
Sintese 5.4 6,80
Sintese 5.5 6,87

Fonte: Autoria propria.

Figura 29- Esquema da Sintese 5.

[ | ! 1 |
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) L1 v v ]

SOB AGITAGAG SOB AGITAGAD SOB AGITAGAO 508 AGITACAO SOB AGITAGAO
MAGNETICA 350 rpm MAGNETICA 350 rpm MAGNETICA 350 rpm MAGNETICA 380 rpm MAGNETICA 380 rpm
ADIGAD DE 20 Ml ADIGAG DE 4 mL. ADIGAD DE 2 ml. ADIGAQ DE 1 mL ADIGAG DE 0,5 mL
GALDO DE SINTESE €ALDO DE SINTESE CALDO DE SINTESE CALDO DE SINTESE CALDO DE SINTESE
B MEGATERIUM BMEGATERIUM BMEGATERIUM BMEGATERIUM BMEGATERIUM

¥

Fonte: Autoria propria.
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5.2.3 Sintese 6 — variagdo da concentracgdo do sal de Zn(NOs)2.6H20

Foram realizadas um total de seis sinteses com concentracfes distintas do sal
precursor de Zn(NOz3),.6H20 conforme descrito a seguir:

Sintese 6.1: Em um frasco béquer de 50 mL foram adicionados 20 mL da solucéo
do sal de Zn(NOz3)..6H20 a 0,032 M. Em seguida foram adicionados, em agitacéo
magnética (350 rpm), 4 mL do caldo de sintese da bactéria B. megaterium RF1C. O pH
foi ajustado para 8,0. Apds estabiliza¢do do pH, o contetdo foi transferido para um frasco
erlenmeyer de 125 mL esterilizado e fechado com tampéo de algodéo/gaze.

O mesmo procedimento descrito para a Sintese 6.1 foi realizado para as Sinteses
6.2-6.6, com a diferenca na concentracdo do sal:

Sintese 6.2: 0,064 M do sal de Zn(NO3)2.6H20.

Sintese 6.3: 0,16 M do sal de Zn(NOz3)2.6H20.

Sintese 6.4: 0,32 M do sal de Zn(NOz3)2.6H20.

Sintese 6.5: 0,48 M do sal de Zn(NOs)..6H-0.

Sintese 6.6: 0,64 M do sal de Zn(NO3)2.6H20.

Os frascos erlenmeyer foram colocados no shaker onde permaneceram por 24 h a
32°C em agitacdo de 150 rpm. Ap6s o periodo de 24 h, os conteldos dos frascos
erlenmeyer foram transferidos para frascos distintos de centrifuga (tubos Falcon) de 50
mL e entdo centrifugados a 15000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante de cada sintese
foi descartado e o material sélido foi lavado (Secdo 5.2.6) e armazenado em geladeira

(4°C) para posteriores analises e caracterizacdo das NPs-ZnO.
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Figura 30- Esquema da Sintese 6.

20 mL
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Zn(NO3)2.6H20
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CENTRIFUGAGAO
15000 rpm 10 min.

SOBRENADANTE sOLIDO

LAVAGEM

Fonte: Autoria propria.

5.2.4 Sintese 7 — variacdo do tempo de sintese

Foram realizadas um total de cinco sinteses iguais, ou seja, com a mesma
concentragdo do sal precursor de Zn(NOs)2.6H20, do caldo de sintese da bactéria B.
megaterium RF1C e 0 mesmo pH, variando apenas o tempo de reacdo de cada sintese,
conforme descrito a seguir:

Sintese 7.1: Em um frasco béquer de 100 mL foi adicionado 20 mL de solucéo do
sal de Zn(NOs)..6H20 a 0,32 M. Em seguida, em agitacdo magnética (350 rpm) foram
acrescentados 4 mL de caldo de sintese da bactéria B. megaterium RF1C. O pH foi
ajustado para 8,0. Apds a estabilizacdo do pH o volume foi transferido para um frasco
erlenmeyer de 125 mL, esterilizado e fechado com tampéo de algodao/gaze, o qual foi
colocado em shaker a 32°C em agitacdo de 150 rpm onde permaneceu por 1 h.

O mesmo procedimento descrito para a Sintese 7.1 foi realizado para as Sinteses
7.2-7.5, variando apenas o0 tempo de sintese conforme a seguir:

Sintese 7.2: 6 h de sintese.

Sintese 7.3: 12 h de sintese.

Sintese 7.4: 24 h de sintese.

Sintese 7.5: 72 h de sintese.
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Passado o tempo, foi verificado o valor do pH de cada sintese (Tabela 8). O
conteddo dos frascos erlenmeyer foram transferidos para frascos distintos de centrifuga
(tubos Falcon) de 50 mL e entdo centrifugados a 15000 rpm por 10 minutos. O
sobrenadante de cada sintese foi descartado e o material sélido foi lavado (Se¢&o 5.2.6,
p. 90) e armazenado em geladeira (4°C) para posteriores analises e caracterizacdo das
NPs-ZnO.

Tabela 8- Controle dos valores de pH na obtencao das NPs-ZnO com a variagdo do tempo de sintese.

Sintese Tempo de sintese (h) Valor de pH
Sintese 7.1 1 7,60
Sintese 7.2 6 7,16
Sintese 7.3 12 7,12
Sintese 7.4 24 7,02
Sintese 7.5 72 7,30

Fonte: Autoria prépria.

Foi realizado novamente um segundo grupo de sintese, com as mesmas condigdes
que as usadas na Sintese 7, com o tempo de sintese de 30 minutos, 1 h, 3 h e 6 h. Estas
sinteses foram feitas em outro dia, usando outro caldo de sintese, feito com o0 mesmo
microrganismo, B. megaterium RF1C, e da mesma cultura estocada em solucdo de
glicerina. A fim de facilitar a compreens&o, este segundo grupo de sintese foi denominado
de Segunda Sintese 7.

Foi ainda feita uma terceira sintese, com o tempo de 24 h, em dia distinto as
sinteses anteriores, também com as mesmas condi¢Bes que as usadas na Sintese 7. Foi
usado outro caldo de sintese, feito com 0 mesmo microrganismo, B. megaterium RF1C,
e da mesma cultura estocada em solucdo de glicerina que o usado na Sintese 7. Esta

terceira sintese foi denominada de Terceira Sintese 7.
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Figura 31- Esquema da Sintese 7.
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Fonte: Autoria propria.

5.2.5 Sintese 8 — variacdo do tipo de matéria organica

Foram realizadas um total de seis sinteses, com a mesma concentracdo do sal
precursor de Zn(NO3)2.6H20, com 0 mesmo ajuste de pH (8,0) variando o tipo de matéria
orgénica nas sinteses. A matéria organica atua como um aditivo de estabilizagdo do
crescimento das particulas.

A escolha da matéria organica (aditivos) das Sinteses 8.4 (acido citrico) e 8.6 (1,3-
diaminopropano), assim como suas respectivas concentragdes, tiveram como referéncia
o trabalho de NICHOLAS (2011). O é&cido citrico possui grupos carboxilicos que
possuem alta afinidade com os fons Zn?* e o 1,3-diaminopropano, segundo NICHOLAS
(2011), ancora na face (1010) do ZnO favorecendo uma morfologia tubular. E, a escolha
da matéria organica das Sinteses 8.2 e 8.3 (biosurfactante Ramnolipideo) tiveram como
referéncia as literaturas de NARAYANAN et al. (2010) e ESWARI et al. (2018). Ha

estudos de obtencéo de nanoparticulas através da utilizagdo de biosurfactantes.
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A Figura 32 mostra a estrutura quimica dos compostos organicos usados. As

estruturas 32.a-c possuem carboxilas que tém afinidade com o zinco.

Figura 32 — Compostos organicos usados nas sinteses. (a) 8.3. (b) 8.4. (c) 8.5. (d) 8.6.

a) Biosurfactante Ramnolipideo b) Acido citrico
OH
ST TY HO 0
\/\/\/\_/Yo o (0] = (0]
p o I |
Ho L2
4 HO OH
o OH
HO@#
HO OH
C) L-Cysteine hvdrochloride monohvdrate d) 1.3-Diaminopropano
@] Hz”‘\_\
HS OH °H0 NH,
NH,* CI

Fonte: Autoria propria.

Sintese 8.1: Em um frasco béquer de 100 mL foi adicionado 20 mL de solucéo do
sal de Zn(NO3)..6H20 a 0,32 M. Em seguida, em agitacdo magnética (350 rpm) foram
acrescentados 4 mL de caldo de sintese da bactéria B. megaterium RF1C com 12 h de
cultivo®. O valor do pH foi ajustado para 8,0. Apds a estabilizacio do pH, o volume foi
transferido para um frasco erlenmeyer de 125 mL, esterilizado e fechado com tampéo de
algodédo/gaze, o qual foi colocado em shaker a 32°C em agitacdo de 150 rpm onde
permaneceu por 24 h.

O mesmo procedimento descrito para a Sintese 8.1 foi realizado para as Sinteses
8.2-8.6, variando o tipo de matéria organica da sintese conforme descrito a seguir:

Sintese 8.2: 4 mL do caldo de sintese da bactéria B. amyloliquefaciens RFD1C
com 24 h de cultivo.

Sintese 8.3: 4 mL de biossurfactante (Ramnolipideo comercial) 440 mg/mL.

Sintese 8.4: 4 mL de solugdo de acido citrico 0,1 M.

Sintese 8.5: 4 mL de solucdo de L-cysteine hydrochloride monohydrate 0,1M.

Sintese 8.6: 4 mL de solugdo de 1,3-diaminopropano 0,1 M.

Ap0s o periodo de 24 h no shaker, os contetdos dos frascos erlenmeyer foram

transferidos para frascos distintos de centrifuga (tubos Falcon) de 50 mL e entdo

3 O caldo de sintese da bactéria B.megaterium RF1C com 12 h de cultivo foi preparado como descrito na
Secdo 4.2.5.2 (p. 64) com a diferenca que o cultivo no caldo foi feito por 12 horas. Devido ao metabolismo,
uma bactéria mais jovem (12 h) pode produzir metabélitos diferentes e/ou em diferentes concentraces
guando comparada com uma bactéria mais velha (24 h) (MOHD YUSOF et al., 2019).
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centrifugados a 15000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante de cada sintese foi descartado
e 0 material sélido foi lavado (Secédo 5.2.6, p. 90) e armazenado em geladeira (4°C) para
posteriores analises e caracterizagdo das NPs-ZnO.

Figura 33- Esquema da Sintese 8.
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Fonte: Autoria propria.

5.2.6 Lavagem das NPs-ZnO

Em todas as sinteses, das Se¢des 4 e 5 as NPs-ZnO foram lavadas por cinco vezes

com agua deionizada esterilizada, conforme procedimento descrito a seguir.

Apos a centrifugacdo foram adicionados 20 mL de agua deionizada esterilizada

no frasco Falcon que foi agitado por 1 minuto no agitador do tipo VVortex e colocado em
ultrassom (40KHz) por 5 minutos. Em seguida, foi centrifugado a 15000 rpm. O
sobrenadante foi descartado sendo adicionado novamente 20 mL de &gua para realizar a

segunda lavagem. Este procedimento foi realizado nas cinco lavagens realizadas

consecutivamente.
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5.3 Controles das sinteses de NPs-ZnO

A fim de verificar a importancia do caldo de sintese da bactéria B. megaterium

RF1C nas sinteses das NPs-ZnO, foram feitos trés controles conforme descrito a seguir:
5.3.1 Controle 1 —sintese sem a presenca de matéria organica

Em um frasco béquer de 50 mL foi adicionado um volume de 20 mL de solucéo
do sal de Zn(NOz3)..6H20 a 0,32 M. Em seguida, em agitacdo magnética (350 rpm), o
valor do pH foi ajustado para 8,0. Apds a estabilizagdo do pH, o volume foi transferido
para um frasco erlenmeyer de 125 mL, esterilizado e fechado com tampédo de
algoddo/gaze, o qual foi colocado em shaker a 32°C em agitacdo de 150 rpm onde
permaneceu por 24 h.

Apos o periodo de 24 h no shaker, o contetdo do frasco erlenmeyer foi transferido
para um frasco de centrifuga (tubo Falcon) de 50 mL e entdo centrifugado a 15000 rpm
por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o material s6lido foi lavado (Sec¢éo 5.2.6,
p. 93) e armazenado em geladeira (4°C) para posteriores analises e caracterizacdo das
NPs-ZnO.

5.3.2 Controle 2 — sintese na presenca do caldo nutriente

Devido a possivel presenca de resquicios do caldo nutriente no caldo de sintese
da bactéria B. megaterium RF1C (usado nas sinteses das NPs-ZnQ) este controle foi feito
a fim de verificar a possibilidade de obtencdo de NPs-ZnO atraveés dele.

Em um frasco béquer de 100 mL foi adicionado 20 mL de solugdo do sal de
Zn(NO3)2.6H20 a 0,32 M. Em seguida, em agitacdo magnética (350 rpm), foram
acrescentados 4 mL de caldo nutriente esterilizado (Secédo 4.2.3.2, p. 59). O valor do pH
foi ajustado para 8,0. Apds a estabilizacdo do pH, o volume foi transferido para um frasco
erlenmeyer de 125 mL, esterilizado e fechado com tampdo de algoddo/gaze, o qual foi
colocado em shaker a 32°C em agitacdo de 150 rpm onde permaneceu por 24 h.

Apbs o periodo de 24 h no shaker, o contetido do frasco erlenmeyer foi transferido
para um frasco de centrifuga (tubo Falcon) de 50 mL e entdo centrifugado a 15000 rpm
por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o material solido foi lavado (Segéo 5.2.6,
p. 90) e armazenado em geladeira (4°C) para posteriores analises e caracterizacdo das
NPs-ZnO.
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5.3.3 Controle 3 — sintese das NPs-ZnO com o caldo de sintese da bactéria B.

megaterium RF1C previamente autoclavado

Para a sintese deste controle, o caldo de sintese da bactéria B. megaterium RF1C,
obtido na Secdo 4.2.5.2 (p. 64), foi autoclavado a 120°C por 20 minutos. Apds o seu
resfriamento a temperatura ambiente, o caldo foi utilizado na sintese, conforme descrito
a sequir.

Em um frasco béquer de 100 mL foi adicionado 20 mL de solucdo do sal de
Zn(N0O3)2.6H20 a 0,32 M. Em seguida, em agitacdo magnética (350 rpm), foram
acrescentados 4 mL de caldo de sintese (autoclavado) da bactéria B. megaterium RF1C.
O valor do pH foi ajustado para 8,0. Ap0s a estabilizacdo do pH, o volume foi transferido
para um frasco erlenmeyer de 125 mL, esterilizado e fechado com tampéao de
algodédo/gaze, o qual foi colocado em shaker a 32°C em agitacdo de 150 rpm onde
permaneceu por 24 h.

Apds o periodo de 24 h no shaker, o conteido do frasco erlenmeyer foi transferido
para um frasco de centrifuga (tubo Falcon) de 50 mL e entdo centrifugado a 15000 rpm
por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o material solido foi lavado (Sec¢éo 5.2.6,
p. 90) e armazenado em geladeira (4°C) para posteriores analises e caracterizacdo das
NPs-ZnO.

Figura 34- Esquema dos Controles 1-3 de sintese das NPs-ZnO.

i ) i

CONTROLE 1 CONTROLE 2 CONTROLE 3

Fonte: Autoria prépria.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

PARTE EXPERIMENTAL I

6.1 Caldo de sintese

Para o controle do caldo de sintese, livre de células, obtido na Secéo 4.2.5.2, onde
1 mL do caldo foi inoculado em placa de Petri contendo meio Agar Nutriente, apresentou
resultado negativo, para o crescimento de células, apos o indculo permanecer em estufa
por 48 h a 32° £ 2°C. O resultado foi negativo para o crescimento de células das trés
bactérias, inicialmente selecionadas para os estudos, Bacillus megaterium RF1C, B.
amyloliquefaciens RFD1C e B. pseudomycoides 2RF2C. Com esse resultado, verificou-
se a eficiéncia da centrifugacdo e da filtracdo, para a remocao das células bacterianas do
caldo.

6.1.1 Tensdo superficial

Ha estudos na literatura em que a molécula do biossurfactante pode estar
envolvida na sintese de nanoparticulas (NARAYANAN et al., 2010; ESWARI et al.,
2018; REDDY et al., 2009). Assim, a fim de verificar a possivel presenca de
biossurfactante no caldo de sintese das bactérias, foi feita esta andlise de tensdo
superficial. Para comparar os valores, também foi medida a tenséo superficial do caldo
nutriente, onde foi feito o cultivo das bactérias, e da solucdo do biossurfactante
Ramnolipideo comercial (440 mg.mL™). O Ramnolipideo é um surfactante produzido,
principalmente, pela bactéria Pseudomonas aeruginosa (NARAYANAN et al., 2010;
BERTUSO, 2022).

A Tabela 9 contém os resultados das medidas de tensdo superficial realizadas no
caldo de sintese das bactérias B. megaterium RF1C, B. amyloliquefaciens RFD1C e B.

pseudomycoides 2RF2C.

Tabela 9- Resultado das medidas de tensdo superficial dos caldos de sintese das bactérias B. megaterium
RF1C, B. amyloliquefaciens RFD1C e B. pseudomycoides 2RF2C, do caldo nutriente e da solucgéo do
biossurfactante Ramnolipideo comercial (440 mg.mL™Y).

Amostra Tensdo superficial (MN.m™)
Caldo de sintese - B. megaterium RF1C 56,973 £ 0,161
Caldo de sintese - B. amyloliquefaciens RFD1C 30,448 + 0,061
Caldo de sintese - B. pseudomycoides 2RF2C 48,133 + 1,315
Caldo nutriente 53,102 + 0,413
Solugéo biossurfactante Ramnolipideo (440 mg.mL™?) 31,546 + 0,249

Fonte: Autoria prépria.
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A presenca de um surfactante no meio aquoso diminui de forma consideravel a
tensdo superficial do meio. Como pode ser visto na Tabela 9, o valor da tenséo superficial
da solucdo de Ramnolipideo (440 m.mL™) diminuiu consideravelmente a tensio
superficial da agua, passando de 72,750 mN.m* (SHAW, 1975) para 31,546 =* 0,249
mN.m™. Assim, analisando os valores de tensdo superficial da Tabela 9, é provavel a
presenca de algum tipo de biossurfactante no caldo de sintese da bactéria B.
amyloliquefaciens RFD1C, pois o valor obtido na medida foi de 30,448 + 0,061 mN.m™,
estando na mesma grandeza do valor obtido na solugdo do Ramnolipideo (31,546 + 0,249
mN.m™). E, quando ainda comparado ao valor da tensdo superficial do caldo nutriente, o
valor diminuiu de 53,102 + 0,413 mN.m para 30,448 + 0,061 mN.m™.

Outro indicio da presenca de biossurfactante no caldo de sintese da bactéria B.
amyloliquefaciens RFD1C foi a formagdo de espumas durante o crescimento do

microrganismo, como pode ser visto na Figura 35.

Figura 35- Caldo de sintese da bactéria B. amyloliquefaciens RFD1C.

Fonte: Autoria prépria.

Analisando o caldo de sintese da bactéria B. megaterium RF1C néo foi observado
reducdo da tensdo superficial em relacdo ao caldo nutriente. Pelo contréario, observou-se
um pequeno aumento, passando de 53,102 + 0,413 mN.m, valor da tensio superficial
do caldo nutriente, para 56,973 + 0,161 mN.m, valor da tensdo superficial do caldo de
sintese da bactéria B. megaterium RF1C. Portanto, ndo houve indicio da presenca de
biossurfactante neste caldo.

Por fim, também n&o é provavel a presenca de biossurfactante no caldo de sintese
da bactéria B. pseudomycoides 2RF2C, pois ndo houve uma reducdo consideravel no
valor da tensdo superficial, como é caracteristico de um biossurfactante. O valor da tenséo
superficial do caldo de sintese da bacteria B. pseudomycoides 2RF2C foi de 48,133 +
1,315 mN.m contra o valor de 56,973 + 0,161 mN.m do caldo nutriente. A diminuicio
da tensdo superficial pode ser atribuida a presenca de outras moléculas orgénicas, por

exemplo, lipideos e proteinas.
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As andlises seguintes (Se¢des 6.1.2 a 6.1.6) foram realizadas apenas com o caldo
de sintese da bactéria B. megaterium RF1C, que foi o caldo escolhido para a realizagédo
da maioria das sinteses de NPs-ZnO.

Devido a este trabalho, que abrange a sintese de nanoparticulas de 6xido de zinco
pela via bioldgica, ser o primeiro a ser realizado no Grupo de Pesquisa do Laboratorio de
Quimica Organica e Biocatalise do 1QSC-USP, a bactéria B. megaterium RF1C foi a
escolhida por ter sido encontrado um trabalho na literatura de SARAVANAN et al.
(2018), em que foram obtidas NPs-ZnO através desta bactéria e por ter uma linhagem na
colecéo de microrganismos do grupo de pesquisa.

6.1.2 Analise Termogravimétrica— TG

A fim de verificar o comportamento da curva termogravimétrica (Figura 36), ou
seja, a variacdo da massa do caldo de sintese da bactéria B. megaterium RF1C em funcéo
da temperatura, foi realizada a andlise térmica— TG. A Tabela 10 contém a porcentagem
da massa decomposta nos intervalos de temperatura para cada uma das regides da curva
de TG.

Figura 36- Curva termogravimétrica da andlise térmica (TG) do caldo de sintese da bactéria B.
megaterium RF1C.
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Fonte: Autoria prépria.

Tabela 10- Porcentagem de massas decompostas do caldo de sintese da bactéria B. megaterium RF1C
nos respectivos intervalos de temperatura (°C) extraidos da curva TG.

Regido da Curva TG Intervalo de temperatura (°C) Massa (%)
1 21,0-97,3 7,97
2 97,3168 5,56
3 168-324 16,8
4 324 - 430 10,5
5 430- 569 2,18
6 569 — 642 5,52
7 785 — 905 16,0
Residuo 35,5

Fonte: Autoria prépria.
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A massa inicial do caldo de sintese liofilizado utilizado nesta analise foi de 8,07
g. Até a temperatura de 97,3°C ocorreu a perda de 7,97% de massa da amostra, 0 que
sugeriu a saida de moléculas de agua e de pequenas moléculas organicas, mais volateis.
Em seguida, na faixa de temperatura entre 97,3°C a 430,1°C a soma das massas (32,9%)
provavelmente foi devido a decomposi¢do de compostos organicos provenientes das
biomoléculas secretadas e excretadas pela bactéria B. megaterium RF1C para o caldo de
sintese e ainda aquelas que permaneceram do caldo nutriente. O resultado obtido nesta
andlise estd em acordo com as analises que foram realizadas na Se¢éo 6.1.3 (p. 100) onde
a soma total de da matéria organica presente no caldo de sintese foi de aproximadamente
33,4%.

No intervalo de 569,3°C — 642,1°C a perda de 5,52% de massa pode ser devido a
presenca de compostos organicos carbonizados que foram se acumulando no recipiente
onde a amostra foi depositada dentro do forno.

Entre 784,6°C — 904,8°C a alta porcentagem de perda de massa (16,0%)
possivelmente foi devido a decomposicéo de sais inorganicos (DU et al., 2017). Os sais
constituem boa parte dos meios de cultura usados no cultivo dos microrganismos, como
o caldo nutriente usado neste trabalho, que continha uma certa quantidade de cloreto de
sddio (5 g.LY). Também nesta faixa de temperatura de 784,6°C a 904,8°C pode ocorrer a
decomposicao de fosfatos a pirofosfatos (NUNES, 2009). E interessante notar que o final
da curva (900°C), ndo terminou em um patamar, ela ainda estava em declinio. No entanto,
na derivada obteve-se a curvatura em ascensdo sugerindo que a curva estava finalizando
para a base. O residuo de 35,5% obtido no final da andlise provavelmente poderia ser
constituido de carbonatos, 6xidos, pirofosfatos, dentre outros (SKOOG et al., 2002).

E interessante notar que os patamares da curva termogravimétrica (Figura 36) nio
estavam bem definidos na curva de TG, isso pode ser devido a sobreposi¢éo dos eventos.
Por exemplo, a medida em que estd ocorrendo a saida de agua, antes que ela saia por
completo se inicia a saida de moléculas organicas.

Em linhas gerais, 0 comportamento térmico da amostra do caldo de sintese da
bactéria B. megaterium RF1C se resumiu em trés principais eventos. O primeiro foi
devido a desidratacdo da amostra, 0 segundo foi devido a degradacéo da matéria organica
e o terceiro correspondeu a decomposicao de sais inorganicos.

Vale ressaltar que a analise térmica do caldo de sintese foi programada para iniciar
a temperatura ambiente e terminar a 1000°C. No entanto, o termopar do forno atingiu a
temperatura programada de 1000°C, mas esta temperatura ndo atingiu a amostra que
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estava dentro do recipiente no forno, pois a curva TG foi até aproximadamente 900°C,

este fenbmeno pode comumente ocorrer em ensaios termogravimétricos.
6.1.3 Acucares, lipideos e proteinas totais

As andlises de acucares, lipideos e proteinas totais foram realizadas pela empresa
CBO Anadlises Laboratoriais para confirmar a presenca destas substancias no caldo de
sintese da bactéria B. megaterium RF1C (Tabela 11). O laudo das analises estd no Anexo
B.

Tabela 11- Resultado das analises de proteinas, aglicares e lipideos totais presentes no caldo de sintese da
bactéria B. megaterium RF1C.

Ensaio Valor encontrado no caldo Valor encontrado no caldo
liquido (%0) liofilizado (%0)

Proteina bruta 32,30 36,01
Extrato etéreo* (lipideos) 0,85 0,95
Maltose <0,01 -

Soma dos carboidratos livres 0,11 0,12
Xilose <0,01 -
Glicose <0,01 <0,01
Frutose <0,01 -
Sacarose 0,11 0,12
Lactose <0,01 -
Galactose <0,01 -
Rafinose <0,01 -

Fonte: Autoria propria.

A partir dos dados da Tabela 11, verificou-se que o caldo de sintese continha uma
maior quantidade de proteinas (32,30%). A fim de averiguar as proteinas presentes foi
realizada a analise de eletroforese, discutida na se¢do seguinte (Secdo 6.1.4, p.101). De
acordo com a literatura (SOUZA, 2007) a bactéria B. megaterium produz amilases,
glicose desidrogenase, esteroide hidrolase, penicilina acilase.

Foi ainda observada a presenca de lipideos com o teor de 0,85%. A soma dos
carboidratos livres foi de 0,11% sendo a sacarose 0 agticar em maior concentracao, 0,11%.
Os demais agucares analisados, como a maltose, xilose, glicose, frutose, lactose, galactose
e rafinose estavam em quantidades abaixo de 0,01%.

Os resultados obtidos nesta andlise - teor total de agucares, lipideos e proteinas -
estdo em acordo com a porcentagem de matéria organica, presente no caldo de sintese da

bactéria B. megaterium RF1C, encontrada na TG.

4 Extrato Etéreo: determina o teor de lipideos, incluindo &cidos graxos livres, triglicerideos, ceras, esterois
etc., ou seja, 0s componentes insollveis em agua que sdo sollveis em solventes organicos. Nesta técnica,
utilizou-se como solvente apolar, o éter, para extrair a fragdo lipidica da amostra (GALERIANI;

COSMO, 2020).
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6.1.4 Eletroforese

A analise de eletroforese foi realizada a fim de identificar a faixa da massa
molecular das proteinas presentes no caldo de sintese da bactéria B. megaterium RF1C.

A Figura 37 mostra o gel obtido nesta anlise.

Figura 37 — Gel obtido na andlise de eletroforese do caldo de sintese da bactéria B. megaterium RF1C
dialisado e concentrado.
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Fonte: Autoria propria.

Através do Software ImageJ foram obtidos os valores de migracédo relativa das
bandas no gel de eletroforese. Os valores do marcador Protein Molecular Weights — Low
Range foram plotados e através da equacao da reta foi possivel obter as massas em kDa
das bandas das proteinas contidas na amostra do caldo de sintese da bactéria B.
megaterium RF1C (Tabela 12 e Figura 38).

A anélise de eletroforese confirmou a presenca de proteinas no caldo de sintese
da bactéria B. megaterium RF1C e que elas possuiram massa molecular entre 22,1 e 65,4

kDa, conforme mostrado na Tabela 12.
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Tabela 12 — Migracdo relativa e massa molecular das proteinas do marcador Protein Molecular Weights
— Low Range e do caldo de sintese da bactéria B. megaterium RF1C obtidas do gel na analise de
eletroforese.

Migragéo relativa Log MM i
) MM (kDa) Proteina
(pixels) (kDa)
c o 31 1,99 97,2 Fosforilase B
= c
2% 51 1,82 66,4 Albumina sérica
T = 3 .
55% 85 1,65 44,3 Ovalbumina
o=
33 151 1,46 29 Anidrase carbdnica
c = |
>3 204 1,30 20,1 Inibidor de tripsina
g 59 1,82 65,4 -
5 70 1,77 59,5 Amilase
1]
gj’ 93 1,69 48,9 -
NS 125 1,57 37,3 Esteroide hidrolase
—
g 139 1,52 33,1 -
c
z 150 1,48 30,1 Glicose desidrogenase
o 177 1,38 23,9 -
k=]
S 186 1,34 22,1 -

Fonte: Autoria propria.

Figura 38 — Grafico da migracéo relativa versus log da massa molecular das proteinas (kDa).
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Fonte: Autoria propria.

De acordo com a literatura (SOUZA, 2007) a bactéria B. megaterium RF1C
poderia produzir as proteinas amilase, esteroide hidrolase, glicose desidrogenase, dentre
outras. Os valores das massas destas proteinas fornecidos no banco de dados Protein Data
Bank (PDB), sdo 56,0 kDa, 37,0 kDa e 28,8 kDa (115 kDa / 4). Observou-se que na
analise de eletroforese foram encontradas proteinas com massas de 59,5 kDa, 37,3 kDa e
30,1 kDa (Tabela 12). Estes valores estdo proximos aos valores das massas das proteinas
fornecidos no banco de dados PDB. Isso permite sugerir a presenca das proteinas amilase,

esteroide hidrolase, glicose desidrogenase no caldo de sintese da bactéria B. megaterium
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RF1C que foi usado nas sinteses das NPs-ZnO (Figura 39). Contudo, para a confirmagéo
destas proteinas no caldo seria necessario realizar a analise de Western Bloting.

E importante ressaltar que a massa molecular da proteina glicose desidrogenase
fornecida no PDB foi de 115 kDa. No entanto, esta proteina é um tetrdmero e como a
amostra na analise de eletroforese sofre desnaturagdo, o tetrdmero se desintegra e massa

da proteina desnaturada pode ser dividida por 4.

Figura 39- llustracdo das proteinas amilase, esteroide hidrolase e glicose desidrogenase.

Amilase Esteroide hidrolase Glicose desidrogenase

Fonte: Disponivel em https://www.rcsh.org/ Acesso em 03 de jun. 2023.

6.1.5 RMN de liquido

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é uma técnica
valiosa para a elucidacdo estrutural, tanto de moléculas pequenas quanto de
macromoléculas. Contudo, o caldo de sintese da bactéria B. megaterium RF1C possui
uma rica composic¢do de compostos e desta forma, o perfil dos espectros de hidrogénio
(*H) e carbono (**C) obtidos foram complexos, impossibilitando a elucidagdo estrutural
dos varios compostos presentes.

As anélises a partir dos espectros permitiram identificar as possiveis classes de
compostos organicos através dos deslocamentos quimicos caracteristicos de
determinados grupos funcionais presentes no caldo de sintese (Figuras 40-41).

A literatura consultada para a andlise dos resultados desta técnica foi PAVIA et
al. (2012).

Os sinais de hidrogénios encontrados na regido entre 0,7 e 1,7 ppm apresentaram
um menor deslocamento quimico, logo, podem estar associados a carbonos com
hibridacio sp® que néo estdo diretamente ligados a nenhum tipo de substituinte retirador
de elétrons. Nesta regido, podem ser encontrados hidrogénio ligados a cadeias carbonicas
— R-CH3; R-CH2-R e R3-CH como de proteinas e acidos graxos, ja que nas analises de


https://www.rcsb.org/
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proteinas totais e de extrato etéreo foram obtidos um teor de 32,30% de proteinas e 0,85%
de lipideos.

Figura 40- Espectro de RMN de 'H (500 MHz D,0) do caldo de sintese da bactéria B. megaterium
RF1C.

Espectro de 1H do Caldo de sintese da bactéria B. megaterium_

b M

1.7 1.6 15 14 13 1.2 11 10 09 08 07
f1 (ppm)

.

48 46 44 42 4.0 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20
i

— _ L .

B T B S e S S S A S
L0 125 120 115 1.0 105 100 85 90 85 &0 7.5 70 65 E.D”(S.S ]s.n 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00 -05 -10 -15 -2
ppm!

Fonte: Autoria prépria.

Na regido de deslocamento quimico entre 2,0 e 4,0 ppm é possivel a presenca de
hidrogénios ligados a carbonos que estdo ligados diretamente a grupos retiradores de
elétrons, como por exemplo, o nitrogénio das aminas presente nos residuos de
aminoéacidos, as amidas das proteinas, dentre outros. O alto teor de proteinas encontrado
nas analises de proteinas totais e na analise de eletroforese estd em acordo com esta
interpretacdo. Além disso, VILCHEZ (2018) relatou a producio de poliaminas por B.
megaterium.

Ainda na regido entre 2,0 e 4,0 ppm os sinais encontrados podem ser atribuidos a
hidrogénios de ésteres, assim como, de hidrogénios ligados a carbonos adjacentes aos
carbonos das carbonilas, como ocorre nas proteinas. Também podem ter hidrogénios
associados a carbonos com hibridacdo sp® proximo a grupos C=C e aromaticos (-CH.-
C=C; CHz-Ar).

Entre 3,0 e 4,8 ppm os deslocamentos quimicos podem estar associados a &tomos
de hidrogénios ligados a carbonos que estejam diretamente ligados a grupos fortemente
retiradores de elétrons como o oxigénio das hidroxilas e os hidrogénios dos éteres, como
nos agucares, j& que foi encontrado um teor de 0,11% de sacarose no caldo de sintese e

conforme as estruturas C5, C17 e C18 encontradas na anélise de CG (Se¢édo 6.1.7, p. 109).
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Na regido de deslocamento quimico entre 6,25 e 7,5 ppm tem-se sinais que podem
estar associados a hidrogénios aromaticos, ja que como mencionado na Se¢édo 1.5 (p. 50)
a bactéria B. megaterium RF1C pode produzir compostos fendlicos. Ainda nesta regiao,
o deslocamento quimico também pode ser atribuido a presenca de alcenos, de amidas,
aminas, bases nitrogenadas, dentre outros.

Na Figura 41 tem-se o espectro de *3C.

Figura 41- Espectro de RMN de **C (500 MHz D;0) do caldo de sintese da bactéria B. megaterium
RF1C.
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Fonte: Autoria prépria.

Na regido do espectro entre 9 e 20 ppm 0s sinais encontrados sdo caracteristicos
de atomos de carbono que nédo estdo diretamente ligados a grupos retiradores de elétrons.
Na regido espectral, em valores mais baixos (8 a 30 ppm) sdo mais provaveis a presenca
de grupos R-CHs, R-CH,-, RR"-CH-, etc. que ndo estdo ligados diretamente a atomos
eletronegativos. Em valores de ppm maiores (30 a 60 ppm) sdo mais provaveis a presenca
de diversos grupos de carbonos (R2-CH2, R-CHs, R-CH2-, RR"-CH-, etc.) ligados
diretamente ou proximos a atomos eletronegativos, com destaque para 0 oxigénio e
nitrogénio. Nestas regides (30 a 60 ppm) podem ocorrer a presenca de hidrogénios que
estejam ligados em estruturas ciclicas do tipo -CHz- e -RCH-R’-.

Os sinais encontrados entre 35 e 75 ppm podem ser atribuidos a &tomos de carbono
ligados a substituintes eletronegativos como o oxigénio (C-O), que estdo presentes

principalmente em agucares e como o nitrogénio (C-N), que estdo presentes em residuos
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de aminoéacidos, bases nitrogenadas etc. O pico em 95 ppm também pode ter a mesma
atribuicéo.

Na regido do espectro entre 110 e 175 ppm podem ser atribuidos os picos pela
presenca de carbonos sp? (C=C) aromaticos, alcenos, alcoois, ésteres etc. Os carbonos
aromaticos estdo presentes em fenois, possivel metabdlito produzido pela bactéria B.
megaterium RF1C e em alguns aminoacidos de proteinas. As ligacbes duplas (alcenos)
podem ser encontrados em lipideos (&cidos graxos insaturados), como foram
identificados no caldo de sintese, dentre outros. Ainda dentro desta regido, entre 130 e
160 ppm os sinais podem ser de amidas presentes em proteinas.

Os picos encontrados entre 175 e 185 ppm, sinais mais desblindados obtidos no
espectro de RMN de °C, sdo caracteristicos de carbonos carbonilicos (C=0),
especialmente os ésteres (RCO2R") e as amidas (RCONHy>), o que estdo em concordancia
com a presenca de ligagdes amidicas e lipidicas, possivelmente presentes no caldo de
sintese, nos metabolitos secundarios.

Para verificar a presenca de carbonos metilénicos (-CH2-), carbonos metinicos (-
CH-) e carbono néo ligados a hidrogénios (-C-) foi realizada também a anélise de DEPT-

135° no caldo de sintese da bactéria B. megaterium RF1C (Figura 42).

Figura 42- Espectro de RMN de 3C (500 MHz D,0) - DEPT-135° do caldo de sintese da bactéria B.
megaterium RF1C.
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Fonte: Autoria prépria.
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Na regido do espectro entre 20 e 70 ppm foram encontrados “sinais invertidos” no
espectro DEPT 135°, os quais sdo caracteristicos de carbonos metilénicos (-CH>-). Nesta
regido do espectro foram encontrados atomos de carbonos que ndo estdo diretamente
ligados a 4tomos retiradores de elétrons (até 50 ppm) e atomos de carbonos metilénicos
que poderiam estar diretamente ligados a grupos retiradores de elétrons (acima de 50
ppm), conforme discutido anteriormente. Sdo grupos de atomos caracteristicos de cadeias
carbdnicas presentes nos lipideos e aminoacidos por exemplo.

A Figura 43 ilustra os Espectros de RMN de *C e DEPT-135°.

Figura 43- Comparagéo entre os espectros de RMN de 3C e DEPT-135° do caldo de sintese da bactéria
B. megaterium RF1C.
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Fonte: Autoria prépria.

Ao comparar os espectros de RMN de *C e de DEPT-135° pode-se afirmar a
presenca de carbonos ndo hidrogenados (-C-) na amostra analisada, caldo de sintese da
bactéria B. megaterium RF1C, pois eles foram suprimidos no espectro de DEPT-135°.
Desta forma, os sinais positivos no espectro DEPT-135° séo caracteristicos de carbonos
metinicos (-CH-) ou metilicos (-CHzs-). Na Figura 43 € possivel notar que a densidade de
sinais no espectro de RMN de 3C é maior do que a obtida no espectro DEPT-135°. Pode-
se inferir, que a diferenca entre as duas densidades € atribuida a presenca de carbonos nao
hidrogenados (-C-) no espectro de RMN de *3C.

De acordo com o exposto acima, 0s sinais encontrados na regido entre 160 ppm e
180 ppm do espectro de RMN de *3C foram suprimidos no DEPT-135° evidenciando que
seriam sinais tipicos de carbonos ndo hidrogenados (-C-), caracteristicos de ligagdes

C=0, de ésteres e amidas, por exemplo. Ha a possibilidade destes carbonos serem de
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ligacOes peptidicas das proteinas (Figura 44) pois ha um alto teor de proteinas no caldo

de sintese da bacteria B. megaterium RF1C.

Figura 44- Representacao de ligagdo peptidica.
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Fonte: Disponivel em ligacéo peptidica - Bing images/Acesso em: 24 de mar. 2023.

6.1.6 FT-IR

A anélise de infravermelho foi realizada com a finalidade de identificar os
possiveis grupos funcionais presentes no caldo de sintese da bactéria B. megaterium
RF1C. Devido ao alto teor de proteinas, era esperado a presenca de bandas de ligacdes
caracteristicas de amidas. No entanto, devido a complexidade da composicao do caldo de
sintese, a interpretacdo do espectro foi feita com auxilio dos resultados obtidos nas
anélises de RMN e na analise de CG.

A regido de absorcdo de maior energia de ligacdo (3.600 — 2.700 cm™t) esta
comumente associada as vibracdes de deformacéo axial nos atomos de hidrogénio ligados
a carbono, oxigénio e nitrogénio (C-H, O-H e N-H). No entanto, ndo foi observada banda
caracteristica desta deformacdo nesta regido do espectro, conforme pode ser visto na
Figura 45 que mostra o espectro obtido na analise.

A interpretacdo do espectro foi feita a partir das bandas na regido de menor
energia. O estiramento em 1.636 cm™ pode ser atribuido a ligacdo dupla entre carbono e
oxigénio, C=0. A banda em 1.558 cm™ pode ser devida a deformacdo angular da ligacio
entre nitrogénio e hidrogénio, N-H. Em 1.397 cm™ o estiramento atribuido a ligagéo entre

carbono e nitrogénio (C-N).
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Figura 45- Espectro de absorcdo na regido do infravermelho do caldo de sintese da bactéria B.
megaterium RF1C.

Transmitincia (u.a.)
1.636

1.397

1.558

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Niimero de onda (cm™)

Fonte: Autoria prépria.
6.1.7 Cromatografia a Gas acoplada ao Espectrometro de Massas (CG-EM)

A Figura 46 mostra o cromatograma do caldo de sintese da bactéria B. megaterium
RF1C obtido por anélise de CG-EM

Figura 46- Cromatograma obtido por CG-EM (IE, 70 eV) do caldo de sintese da bactéria B. megaterium
RF1C.
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Fonte: Autoria propria.

Na Tabela 13 estdo contidos os nomes dos compostos (metabolitos) identificados
através da andlise de cromatografia a gas — espectrometria de massas, assim como suas
estruturas, o tempo de retencdo de cada um dos compostos na coluna SLB-5MS e a
porcentagem de similaridade na respectiva biblioteca consultada através do banco de

dados do equipamento. As condicdes de analise foram descritas na Secao 4.3.2 (p. 70).
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Tabela 13- Compostos identificados por analise de CG-EM (IE, 70 eV) do caldo de sintese da bactéria B.

megaterium RF1C.

Estrutura e nome dos Tempo de

Compostos
compostos

Similaridad
retencéo (min) e (%)

Biblioteca

H

N.__O
C1 L/\/l/ 9,455 87

2-piperidinona

WILEYS.LIB

0.0
O

C2 o 17,790 97

ftalato de dietila

NIST107.LIB

N N N
C3 19,765 92

eicosano

NISTO05s.LIB

Estrutura ndo fornecida.
C4 7-amino-1,4-dimetilpirimido(4,5- 19,975 69
C)-piridazina-3,5-(1H, 2H)-diona

WILEYS.LIB

N
OH
C5 20,340 78

3-(2-pirrolidinil) &cido
propandico

WILEYS.LIB

o]

(0]

2,5-heptadecadiona

NISTO05.LIB

Estrutura ndo fornecida.
c7 2-isopropil-2,5-dimetilciclo- 20,775 "
hexanona-6,6-D2

WILEYS.LIB

0O

0
cs8 KWN 21210 93

0]

pirrolo(1,2a)pirazina-1,4-diona,
hexa-hidro

NISTO05.LIB

C9 ) 22,210 84

pirrolo(1,2a)pirazina-1,4-diona,
hexa-hidro-3-(2-metilpropil)

NISTO05.LIB

Continua
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Continuacao

Estrutura e nome dos Tempo de Similaridad o
Compostos . . Biblioteca
compostos retencéo (min) e (%)
(0]
NH
N
C10 g G 22,575 75 WILEYS.LIB
4-tetradecanoil-2,6-
piperazinadiona
0
N)W
cl1 NH 22,680 85 NISTO5.LIB
0]
pirrolo(1,2a)pirazina-1,4-diona,
hexa-hidro-3-(2-metilpropil)
)
o/\(
)
C12 o) 22,780 88 WILEYS8.LIB
1,2-4cido dicarboxilico benzeno
bis (2-metilpropil) ester
C13 ) 23,830 88 NISTO05.LIB
Cl4 NJ\(\( 24,130 91 NISTO5.LIB
C15 CH(NH 24,295 91 NIST05.LIB
@]
C16 pirrolo(1,2a) pirazina-1,4-diona, 24,375 79 NIST107.LIB
hexa-hidro-3-(2-metilpropil)
H
C17 o Ni)\ 27,890 88 NIST107.LIB
H
2,5- piperazinadiona,3,6-bis (2-
metilpropil)
C18 30,365 86 NISTO05.LIB

ergotaman-3’,6’,18-triona,9,10-
di-hidro-12’-hidroxi-2’-metil-5’-
(fenilmetil)-,(5.alfa,10.alfa)

Continua



111

Concluséo
Estrutura e nome dos Tempo de Similaridad o
Compostos ) Biblioteca
compostos retencdo (min) e (%)
0
N
C19 NH 30,975 90 NIST107.LIB
o)
pirrolo (1,2a) pirazina-1,4-diona,
hexa-hidro-3-(fenilmetil)
0]
0]
0]
]
C20 32,640 78 WILEYS8.LIB

1,2-acido dicarboxilico benzeno,
bis (2-etilhexil) ester

Fonte: Autoria propria.

A partir dos dados da Tabela 13, observou-se que muitos metabdlitos
apresentaram o grupo amida, tais como os compostos C1, C8, C9-C11, C13-C19 o que
estd em acordo com o alto teor de proteinas totais encontrado no caldo de sintese da
bactéria B. megaterium RF1C e com as proteinas verificadas na analise de eletroforese.
Além disso, verificou-se a presenca do grupo carboxila em alguns compostos, o que
possivelmente favorece a sintese das NPs-ZnO ja que o0 zinco possui uma alta afinidade
por grupos carboxilas.

Os dados obtidos por CG-EM confirmaram também a presenca dos grupos
funcionais identificados nas analises por RMN de H e *C. Por exemplo, 0s grupos
ésteres foram verificados nos compostos C2, C12 e C20 (Tabela 13). Porém, estes trés
compostos sdo derivados de ftalatos, um contaminante comum oriundo de tampas
plasticas utilizadas para vedar solventes organicos. Desta forma, os sinais referentes aos
possiveis grupos ésteres podem ser atribuidos a estes derivados de ftalatos.

Corroborando com os sinais caracteristicos de hidrogénios aromaticos do RMN
'H, foram encontrados anéis aromaticos nos compostos C2, C12, C18-C20. Destaca-se
que dentre esses compostos aromaticos, apenas o C18 e o C19 sdo possiveis metabolitos
produzidos e liberados pela bactéria B. megaterium RF1C, pois os demais podem ser

derivados de ftalatos.
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Os grupos metilas (CH3) e os carbonos carbonilicos (C=0) identificados nos
espectros de RMN de *C foram verificados na maioria dos metabdlitos por CG-EM.
Também foram encontrados carbonos ligados a grupos retiradores de elétrons como N e
O em diversos compostos. Notou-se a presenca de cadeias longas, com os grupos CH>
nos compostos C3, C6 e C10, corroborando com os diversos grupos metilénicos
encontrados no RMN de *C- DEPT 135°.

E interessante observar a recorréncia de estruturas bastante semelhantes entre os
compostos C9, C11 e C13-C16, que tambeém se assemelharam as estruturas dos
compostos C8 e C19. Nelas houve a presenca do grupo amida, muito presente nas
proteinas. Esta interpretacdo levou a sugerir que o caldo de sintese da bactéria B.

megaterium RF1C tinha uma composicdo com alta afinidade pelos ions Zn?*.

RESULTADO E DISCUSSAO DA PARTE EXPERIMENTAL I

» Considerac0es gerais

As lavagens das NPs-ZnO obtidas nas sinteses das Sec¢des 5.1 (p. 81), 5.2 (85) e
5.3 (p. 94) foram realizadas com &gua deionizada esterilizada com a finalidade de
remover o excesso de fons Na“ e NOs™ provenientes do ajuste de pH (feito com solugéo
de NaOH a 1 M) e do sal precursor de Zn(NOs3)2.6H20, respectivamente. Possivelmente,
pode ter removido alguns componentes da matéria organica e sais do meio de cultura,
provenientes do caldo de sintese.

Nas analises de DRX, os difratogramas provenientes das sinteses das NPs-ZnO
foram comparados com o difratograma de referéncia de cristais de ZnO (JCPDS-36-1451)
do banco de dados JCPDS (Joint Committee on Powder Diffraction Standards) (Figura
47). Os picos proeminentes em 20 31,8°, 34,4°, 36,3°, 47,5°, 56,6°, 63,0°, 66,4°, 68,1°¢
69,4° correspondem aos planos (100), (002), (101), (102), (110), (103), (200), (112) e

(201) da estrutura cristalina wurtzita do ZnO do difratograma de referéncia.
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Figura 47- Difratograma de referéncia do ZnO de estrutura cristalina hexagonal wurtzita.
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Fonte: Autoria propria.

Nos difratogramas das Sinteses 1-8 foram comumente encontrados picos que nao
corresponderam aos planos cristalograficos do ZnO. De acordo com alguns estudos, como
0 de NICHOLAS (2011), estes outros picos foram atribuidos aos planos cristalograficos
do e-Zn(OH)2 (Figura 48) cuja fonte foi o banco de dados Inorganic Crystal Structures

Databases - ICSD #50447.

Figura 48- Difratograma de referéncia do e-Zn(OH), (ICSD #50447).
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Fonte: Modificado de NICHOLAS (2011).

No Apéndice A estdo os calculos feitos para a obtengdo do tamanho médio dos
cristalitos das NPs-ZnO, a partir dos picos obtidos das anélises de DRX, usando a equacgéo

de Debye-Scherrer (Equagéo 8, p. 71).
No final de cada sintese, a primeira evidéncia de que foram obtidas as NPs-ZnO

foi o aspecto visual branco leitoso da suspenséo.
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6.2 Controles

6.2.1 Controle 1 — sem matéria organica

Para o Controle 1, sem a presenca de matéria organica, foi feita uma sintese de
ZnO sem a utilizacdo do caldo de sintese. A sintese foi realizada com 4 mL de 4gua
deionizada esterilizada e o sal precursor de Zn(NOs)2.6H20 na concentracéo de 0,32 M
em pH 8,0 e permaneceu por 24 h a temperatura de 32°C em agitacdo de 150 rpm no
shaker.
A Figura 49 mostra os resultados referentes as analises de UV-vis e DRX.
Figura 49- Espectro de absor¢do na regido UV-vis e difratograma do Controle 1 sintetizado com 4 mL

de 4gua deionizada esterilizada e o sal precursor de Zn(NOs3),.6H,0 (0,32 M) em pH 8,0, 24 h, 32°C e
agitacdo orbital em 150 rpm. (a) Espectro de absor¢do na regido UV-vis. (b) Difratograma.
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Fonte: Autoria prépria.

No espectro de UV-vis (Figura 49a.) observou-se uma banda com maximo de
absorcdo em 362 nm, que poderia ser atribuida a formacdo do ZnO. No difratograma
(Figura 49b.) as difracBes observadas nos picos em 31,7°, 34,4°, 36,2°, 47,7°, 56,8°,
62,9°, 66,4°, 68,2° e 69,3° corresponderam aos planos (100), (002), (101), (102), (110),
(103), (200), (112) e (201) da estrutura cristalina wurtzita do ZnO do difratograma de
referéncia JCPDS-36-1451. Foi observado um pico em 33,2° que ndo correspondeu aos
planos cristalograficos do ZnO, mas que foi atribuido ao plano (211) do &-Zn(OH):
(Figura 48).

O tamanho médio do cristalito calculado do Controle 1, usando a equacao de
Debye-Scherrer com base na largura-a-meia-altura dos picos fornecidos pelo
difratograma foi 27 = 3 nm.

A fim de verificar o tamanho do grdo de ZnO obtido foi feita uma anéalise de
microscopia eletronica de varredura do material (Figura 50).
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Figura 50- Controle 1 sintetizado com 4 mL de agua deionizada esterilizada e o sal precursor de
Zn(N0Os)2.6H,0 (0,32 M), pH 8,0, 24 h, 32°C, 150 rpm no shaker. (a) MEV com aumento de 100.000X.
(b) MEV com aumento de 40.000X. (c) Histograma referente ao tamanho dos grédos obtidos no Controle
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Fonte: Autoria prépria.

O tamanho médio dos graos foi de 136 + 26 com coeficiente de variacdo de 19%.
Pela observacdo do histograma (Figura 50c.) notou-se que a maioria dos gQraos
apresentaram tamanho acima de 100 nm. Comparando o tamanho médio do grdo com o
tamanho médio do cristalito calculado (27 + 3 nm) foi possivel sugerir que o ZnO obtido
no Controle 1 foi um policristal, ou seja, grdos contendo mais de um cristalito.

Com base no exposto acima, foi possivel constatar que através da sintese do
Controle 1, feita na auséncia do caldo de sintese da bactéria B. megaterium RF1C,
obteve-se 0 ZnO, mas ndo em tamanhos nanométricos (< 100 nm).

A fim de verificar a constituicdo elementar das particulas de ZnO obtidas na
sintese do Controle 1, foram feitas as analises de EDS e Elementar. A analise de EDS foi
feita em trés regides distintas, a Figura 51 mostra o espectro obtido em uma das regides,
as outras duas podem ser vistas no Apéndice C. Como pdde ser observado, além dos
elementos Zn e O, que eram esperados, houve também a presenca dos elementos C e N.

Como mostrado na Tabela 14, os coeficientes de variagdo dos elementos Zn
(2,65%), O (1,88%) e C (2,04%) presentes nas particulas de ZnO do Controle 1 foram
baixos, indicando uma boa homogeneidade da amostra. A porcentagem de N (1,15 £ 0,33
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%) foi pequena, no entanto a de C (13,04 + 0,27 %) foi consideravel. Nas NPs-ZnO
obtidas na Sintese 5.2, onde foi usado caldo de sintese da bactéria B. megaterium RF1C,
rico em proteinas, a porcentagem de C foi de 15,68 + 1,76 % (Secéo 6.4.8 p. 186). Este
teor consideravel de C pode ser explicado pela realizacdo da andlise. O p6 das particulas
de ZnO do Controle 1, ndo era suficiente para fazer uma pastilha, entdo ele foi colocado
sobre uma fita de carbono. Assim, pode-se sugerir que o C da fita pode ter contribuido
para um maior teor de C obtido na analise.

Foi possivel notar que a proporgdo atdmica de Zn e O nas particulas de ZnO do
Controle 1 ndo foi de 1:1. Além do ZnO ndo ter uma proporcao estequiometrica de 1:1,
0 O também pode ser proveniente de outras fontes, como foi abordado na Se¢édo 6.4.9 (p.
188).

Figura 51 - Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS) das NPs-ZnO obtidas na sintese do Controle 1

realizada com 4 mL de dgua deionizada e o sal precursor de Zn(NOs3),.6H,0 (0,32 M), pH 8, 32°C, 24 h a
150 rpm no shake.
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Fonte: Autoria propria.

Tabela 14 - EDS, %atémica dos elementos nas particulas de ZnO obtidas no Controle 1.

Regiéo 1 Regido 2 Regido 3 % . Coeficiente
Elemento % Erro % Erro % Erro  Atomica Desvlo de variagédo
Atomica (%) Atdmica (%) Atomica (%) media  PAdrE T p)
Zn 36,78 9,20 34,91 8,75 35,59 9,06 35,76 0,95 2,65
] 49,12 2,95 51,00 3,02 50,02 3,03 50,05 0,94 1,88
C 12,79 0,80 13,32 0,82 13,01 0,82 13,04 0,27 2,04
N 1,30 0,22 0,77 0,21 1,38 0,23 1,15 0,33 28,83

Fonte: Autoria prépria.
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A Tabela 15 mostra os resultados da anélise elementar.

Tabela 15 — Andlise Elementar das particulas de ZnO do Controle 1, porcentagem dos elementos N, C e
H.

Particulas de ZnO do Controle 1

Elemento Analise 1 Analise 2 Analise 3 Média Desvio padrao ;032:;;“;
(% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m) (%) (%) ¢
0
N 0,157024 0,156877 0,128919 0,147607 0,016184 10,9641
C 1,532681 1,512575 1,519359 1,521538 0,010229 0,6723
H 1,135088 1,186102 1,15598 1,159056 0,025646 2,2126

Fonte: Autoria propria.

A analise elementar estd em acordo com a espectroscopia de energia dispersiva
(EDS), indicando a presenga de C e N na amostra, sendo a porcentagem de N bastante

pequena. Também apresentou a presenca de H.
6.2.2 Controle 2 — sintese feita com o caldo nutriente

O caldo de sintese utilizado na obtencao das NPs-ZnO, ap0s o cultivo da bactéria
pode ainda ter resquicios dos constituintes do caldo nutriente, portanto foi feito este
controle. A Figura 52 mostra o espectro de absor¢do na regido do ultravioleta-visivel e 0
difratograma do Controle 2. As condicGes de sintese foram as mesmas do Controle 1.

Figura 52- Espectro de absor¢do na regido UV-vis e difratograma do Controle 2 sintetizado com 4 mL

de caldo nutriente esterilizado e o sal precursor de Zn(NO3)..6H,0 (0,32 M), pH 8,0, 24 h, 32°C e
agitacdo orbital em 150 rpm. (a) Espectro de absor¢do na regido UV-vis. (b) Difratograma.
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Fonte: Autoria prépria.

No espectro de UV-vis, Figura 52a. observou-se uma banda com o maximo de
absorcdo em 359 nm, que poderia ser atribuida a formagéo do ZnO. O difratograma da
Figura 52b. confirmou a formacéao de ZnO através das difragdes observadas nos picos em
31,69, 34,36°, 36,22°, 47,69°, 56,76°, 62,9°, 66,37°, 68,24° e 69,30° que correspondem
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aos planos (100), (002), (101), (102), (110), (103), (200), (112) e (201) da estrutura
cristalina wurtzita do ZnO do difratograma de referéncia JCPDS-36-1451.

Os outros dois picos observados em 33,2°e 59,4° permitiu sugerir a presenca de
e-Zn(OH)2, conforme o difratograma de referéncia - ICSD #50447 (Figura 48, p. 114).

O tamanho médio do cristalito, calculado através da equacdo de Debye-Scherrer,
com base na largura-a-meia-altura dos picos fornecidos pelo difratograma foi de 19 £ 5
nm.

Para verificar o tamanho das particulas obtidas no Controle 2, foi feita uma
andlise de microscopia eletronica de varredura do material (Figura 53).

Figura 53- Controle 2 sintetizado com 4 mL de caldo nutriente esterilizada e o sal precursor de
Zn(NO3)2.6H20 (0,32 M), pH 8,0, 24 h, 32°C, 150 rpm no shaker. (a) MEV com aumento de 100.000X.
(b) MEV com aumento de 40.000X. (c) Histograma referente ao tamanho dos grédos obtidos no Controle
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Fonte: Autoria propria.

Como pdde ser observado no histograma (Figura 53c.) as particulas obtidas no
Controle 2 apresentaram tamanhos acima de 100 nm. O tamanho médio dos grdos foi de
250 £ 58 nm com coeficiente de variagdo de 23%.

Comparando o tamanho do cristalito de 19 £ 5 nm, com o tamanho do gréo, 250
+ 58 nm, observou-se que o grdo foi aproximadamente 13X maior do que o cristalito,

sendo provavelmente um policristal.
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De acordo com o exposto, p6de-se inferir que na sintese do Controle 2 foi possivel
a obtencdo do ZnO, porém ndo em tamanho suficiente para ser classificado como um

material nanométrico (<100 nm).

6.2.3 Controle 3 — sintese com o caldo de sintese da bactéria B. megaterium

RF1C previamente autoclavado

Conforme inferido na Secdo 6.1, o caldo de sintese, usado nas Sinteses 1-8 para a
obtencdo das NPs-ZnO, contém varios tipos de compostos organicos. Na Sec¢édo 6.1.3 (p.
100) foi verificado ainda que havia uma quantidade significativa de proteinas nele.
Assim, para analisar a importancia das proteinas na obtencdo das NPs-ZnO, realizou-se
0 processo de autoclavagem a 120°C para desnatura-las. As condi¢cdes de sintese foram
as mesmas do Controle 1.

A Figura 54 ilustra o espectro UV-vis e o difratograma do Controle 3.

Figura 54- Espectro de absorcéo na regido UV-vis e difratograma do Controle 3 sintetizado com 4 mL
de caldo de sintese autoclavado e o sal precursor de Zn(NO3),.6H,0 (0,32 M), pH 8,0, 24 h, 32°C e
agitacdo orbital em 150 rpm.
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Fonte: Autoria prépria.

No espectro de UV-vis (Figura 54) observou-se uma banda com o maximo de
absorcdo em 347 nm, que poderia ser devido a absorcdo de radiacdo pelo ZnO. O
difratograma do Controle 3, apresentou varios picos, alguns que poderiam ser atribuidos
a presenca de ZnO, outros a presenca do e-Zn(OH). e, ainda, alguns outros néo
identificados.

Os picos em 26°; 27°; 33,2° e 59,4° poderiam ser atribuidos aos planos cristalinos
do &-Zn(OH)2 e os picos em 31,8°; 34,2°; 36,3°; 47,5°; 56,5°; 62,7°; 66,24°; 68° e 69°;
poderiam ser atribuidos aos planos (100) (002) (101) (102) (110) (103) (200) (112) e
(201) do ZnO. Assim, a absor¢édo de energia em 347 nm, no espectro de UV-vis poderia

ser devido a absor¢do por estes dois tipos de materiais formados.
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Foi realizada uma microscopia do Controle 3 (Figura 55) para verificar o aspecto

do material obtido.

Figura 55- MEV do Controle 3 sintetizado com 4 mL de caldo de sintese autoclavado e o sal precursor
de Zn(NOs3)2.6H20 (0,32 M), pH 8,0, 24 h, 32°C, 150 rpm no shaker. (a) MEV com aumento de 10.000X.
b) MEV com aumento de 40.000X.

1 M m 100 nm

e— 22 - 100nm IQSC 29-Nov-22
x10, 000 15.0xV_LED SEM 7 %40,000 15.0kV LED SEM WD 4.0mm  14:41:22

Fonte: Autoria propria.

Na Figura 55a. notou-se a presenca de um material lamelar caracteristico do
hidréxido de zinco. Na Figura 55b. foi possivel notar algumas particulas soltas que
sugeriram ser particulas de ZnO. Aparentemente, estas particulas apresentaram um
tamanho menor do que 100 nm. Estes resultados estdo em acordo com o difratograma da
Figura 54 onde houve a obtencéo de picos dos planos cristalinos tanto do &-Zn(OH),,
quanto do ZnO.

6.3 Sinteses das NPs-ZnO - sinteses sem o ajuste de pH

6.3.1 Sintese 1 - Estudos da variacdo da concentracdo do sal de
Zn(NO3)2.6H20

6.3.1.1 Aspecto visual

Na Sintese 1 foram utilizadas trés bactérias de forma distinta B. megaterium
RF1C, B. amyloliquefaciens RFD1C e B. pseudomycoides 2RF2C empregando trés
concentragdes do sal precursor de Zn(NOs)2.6H20 (Sintese 1.1 - 1 mM, Sintese 1.2 - 5
mM e Sintese 1.3 - 10 mM). Estas sinteses tiveram como finalidade verificar com qual(is)
bactéria(s) seria(m) possivel(eis) obter as NPs-ZnO.

O aspecto do caldo de sintese, logo apos a adicdo da solucdo do sal precursor de
Zn(NOz3)2.6H20 e apos 24 h de sintese, para as bactérias B. megaterium RF1C, B.

amyloliquefaciens RFD1C e B. pseudomycoides 2RF2C estéo ilustrados nas Figuras 56-
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58, respectivamente. Na Tabela 16 esta compilado o aspecto visual do meio reacional
obtido ap6s 24 h, para cada uma das sinteses.

Figura 56- Sintese 1 realizada com o caldo de sintese da bactéria B. megaterium RF1C e o sal precursor
de Zn(NO3),.6H0. (a) Sintese 1.1 - ap0s a adi¢do do sal — 1 mM. (b) Sintese 1.2 - ap6s a adi¢do do sal —
5 mM. (c) Sintese 1.3 - ap6s a adicdo do sal — 10 mM. (d) Apds 24 h de reacdo - 1 mM. (e) Apds 24 h de

reacdo - 5 mM. (f) Apos 24 h de reacédo - 10 mM.

Apds adigdo da solugdo do sal Zn (NO;), * 6H,0

Fonte: Autoria propria.

Figura 57- Sintese 1 realizada com o caldo de sintese da bactéria B. amyloliquefaciens RFD1C e o sal
precursor de Zn(NOs)2.6H,0. (a) Sintese 1.1 - ap6s a adi¢do do sal —1 mM. (b) Sintese 1.2 - ap6s a adicao
do sal —5 mM. (c) Sintese 1.3 - ap6s a adi¢do do sal — 10 mM. (d) Apds 24 h de reagdo - 1 mM. (e) Apos

24 h de reagdo - 5 mM. (f) Ap6s 24 h de reagdo - 10 mM.

Apo6s a adigdo da solugdo do sal Zn (NO;); * 6H,0)

Fonte: Autoria propria.
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Figura 58- Sintese 1 realizada com o caldo de sintese da bactéria B. pseudomycoides 2RF2C e o sal
precursor de Zn(NQs)2.6H20. (a) Sintese 1.1 - ap6s a adi¢do do sal -1 mM. (b) Sintese 1.2 - apds a adicdo
do sal —5 mM. (c) Sintese 1.3 - ap6s a adi¢do do sal — 10 mM. (d) Apds 24 h de reagdo - 1 mM. (e) Apos

24 h de reacdo - 5 mM. (f) Ap6s 24 h de reagdo - 10 mM.

%M&Modoul Zn (NOy); * 6H,0

Fonte: Autoria propria.

Tabela 16- Aspecto visual das Sinteses 1.1, 1.2 e 1.3, ap6s 24 h, feita com as bactérias, distintamente (B.
megaterium RF1C, B. amyloliquefaciens RFD1C e B. pseudomycoides 2RF2C), usando trés
concentrages distintas do sal precursor de Zn(NOs),.6H:0.

Concentragéo final do .
Aspecto da sintese

Sintese Caldo de sintese utilizado sal precursor i
Zn(NO3)2.6H20 (mM) apos 241
1.1 B. megaterium RF1C 1 Limpida
1.1 B. amyloliquefaciens RFD1C 1 Limpida
1.1 B. pseudomycoides 2RF2C 1 Limpida
1.2 B. megaterium RF1C 5 Turva
1.2 B. amyloliquefaciens RFD1C 5 Turva
1.2 B. pseudomycoides 2RF2C 5 Turva
1.3 B. megaterium RF1C 10 Turva
1.3 B. amyloliquefaciens RFD1C 10 Turva
13 B. pseudomycoides 2RF2C 10 Turva

Fonte: Autoria prépria.

Ap06s 24 h de sintese, a primeira evidéncia de obtencdo das NPs-ZnO seria 0
aspecto visual de uma suspensao branca leitosa. No entanto, como pode ser visto nas
Figuras 56-58, em nenhuma das sinteses realizadas, Sinteses 1.1, 1.2 e 1.3, com as trés
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bactérias este aspecto foi obtido. Foi notado apenas uma turvacdo do meio, nas
concentracdes de 5 mM e 10 mM (Tabela 16), que permitiu sugerir a complexacao dos
fons Zn?* com a 4gua e / ou com 0s compostos organicos presentes, ou ainda a presenca
de pequenas quantidades de Zn(OH)2 e / ou das NPs-ZnO. Assim, foi realizada analise de
UV-vis e DRX para verificar a formagdo de NPs-ZnO nas sinteses.

6.3.1.2.UV-vis

Ap0s a centrifugacdo da Sintese 1 feita com o caldo de sintese das trés bactérias,
de forma distinta e com o sal precursor de Zn(NO3)2.6H>0O nas concentraces de 5 mM e
10 mM, o material obtido apresentou aspecto de uma massa sélida de coloragdo marrom
clara. Foram realizadas analises de UV-vis deste material. A analise foi realizada com o
material sem lavagem, foi feito apenas o descarte do sobrenadante e em seguida uma
ressuspensdo em agua deionizada esterilizada.

A Figura 59 mostra as bandas de absorcdo de radiagdo na regido UV-vis pelo
material formado nas Sinteses e a Figura 60 mostra a banda de absor¢do do caldo de
sintese da bactéria B. megaterium RF1C o qual foi diluido por 20X.

Figura 59- Espectros de absorc¢ao na regido UV-vis das amostras obtidas via Sintese 1 feita com o caldo

de sintese das bactérias B. megaterium RF1C, B. amyloliquefaciens RFD1C e B. pseudomycoides 2RF2C
usando o sal precursor de Zn(NO3z)2.6H,0.

—— 5 mM Zn(NO3)2.6H20 com Bacillus megaterium RF1C
1,2 —— 10 mM Zn(NO3)2.6H20 com Bacillus megaterium RF1C

262

—— 5 mM Zn(NO3)2.6H20 com Bacillus amylolique faciens RFD1C
—— 10 mM Zn(NO3)2.6H20 com Bacillus amylolique faciens RFD1C

0,8 5 mM Zn(NO3)2.6H20 com Bacillus pseudomycoides 2RF2C

10 mM Zn(NO3)2.6H20 com Bacillus pseudomycoides 2RF2C
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Fonte: Autoria prépria.
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Figura 60- Espectro de absorcdo na regido UV-vis do caldo de sintese da bactéria B. megaterium RF1C.

Caldo de Sintese da bactéria B. megaterium RF1C

e
™
1
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Comprimento de onda (nm)

Fonte: Autoria propria.

Analisando os espectros da Figura 59, uma banda discreta com méaximo de
absorcdo em 346 nm foi observada nas sinteses realizadas na concentragdo de 5 mM do
sal precursor de Zn(NOs)..6H.O usando o caldo de sintese da bactéria B.
amyloliquefaciens RFD1C e com 10 mM do sal precursor de Zn(NO3)2.6H20 usando o
caldo de sintese das bactérias B. megaterium RF1C e B. pseudomycoides 2RF2C.

No trabalho de SARAVANAN et al. (2018) as NPs-ZnO obtidas a partir do sal de
Zn(NO3)2.6H20, com didmetro na faixa de 45-95 nm, apresentaram uma banda com
méaximo de absor¢cdo em 346 nm. Enquanto no trabalho de KUNDU et al. (2014) as NPs-
ZnO obtidas a partir do sal de ZnSO4.7H20, com diametro na faixa de 100-120 nm,
apresentaram uma banda com maximo de absorcdo em 340 nm. Estes dados permitiram
sugerir que a absorc¢éo de radiacdo no comprimento de onda de 346 nm pode ser devido
a formacéo das NPs-ZnO. Para confirmar a obtencdo das NPs-ZnO foi feita analise de
DRX (Secdo 6.3.1.3, p. 126).

Ainda nos espectros da Figura 59, foram observadas bandas com maximo de
absorcéo em 262 nm e no espectro da Figura 60, absorbancia nos comprimentos de onda
em 250 e 307 nm. Estas bandas, possivelmente, foram devido a absorcéo de radiagéo por

grupos funcionais (chamados cromoforos®) de compostos organicos provenientes do meio

> Croméforos: grupos funcionais que contém elétrons de valéncia com energias de excitagao relativamente
baixas (SKOOG et al., 2002).
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de cultura e/ou produzidos pela bactéria. Conforme foi descrito na Se¢édo 6.1.3 (p. 100)
verificou-se a presenca de proteinas, lipideos, acUcares, dentre outros compostos, no
caldo de sintese utilizado nas Sinteses 1. A transicdo eletronica das moléculas organicas,
que ocorre entre os orbitais HOMO (de menor energia) e LUMO (de maior energia), em
sua maioria acontecem na regido ultravioleta visivel.

Devido a complexidade do caldo de sintese, foi possivel apenas fazer uma analise
mais generalizada sobre o que se pode atribuir as bandas com absor¢cdo em 250, 262 e
307 nm. E preciso ainda considerar a presenca de grupos auxocromos que podem
aumentar ou diminuir a intensidade de absor¢do de radiacdo, assim como aumentar ou
diminuir o comprimento de onda absorvido. Desta forma, na Tabela 17 foram sugeridos
alguns possiveis grupos cromoforos que podem ter absorvido energia nos comprimentos
de onda em 250, 262 e 307 nm. As literaturas consultadas para a obtencéo dos dados da
Tabela 17 foram SKOOG et al., 2002 e PAVIA et al., 2012,

Tabela 17- Caracteristicas de absorcao de alguns cromdforos isolados/comuns.

Cromoforo (classe) A (nm) Tipo de transicao
R.CO 280 n—m*
RCOOH 205 n—m*
RCOOR’ 205 n—m*
RCONH: 210 n—7m*
Ar-NH: 230 - 280 -
Ar-COOH 230 - 273 -
Ar-COCHs; 2455 -
Ar-CHO 249,5 -
Ar-NOz 268,5 -
Enona simples 310-330 n—m*
Enona simples 220 - 250 n—m*

Fonte: Autoria propria.

Tanto nos espectros da Figura 59 quanto no espectro da Figura 60, em 300 nm
(destacado pela seta azul na Figura 60), foi observado um sinal que ndo é caracteristico
de uma banda de absor¢do no UV-vis. Possivelmente, o sinal em 300 nm foi devido a
troca automatica da lampada de Tungsténio-Halogénio (regido do Visivel) para a lampada
de Deutério (regido Ultravioleta) do equipamento.

6.3.1.3 Difragéo de raios-X

Foi realizada analise de difracdo de raios-X do material obtido na Sintese 1, na
concentracdo de 10 mM do sal precursor de Zn(NO3)..6H20 com o caldo de sintese da
bactéria B. megaterium RF1C (Figura 61), a fim de verificar se a banda discreta com
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absorcdo em 346 nm, na anélise de UV-vis, foi proveniente da absorcao de energia pelas
NPs-ZnO.

Figura 61- Difratograma da Sintese 1.3 realizada com a bactéria B. megaterium RF1C e o sal precursor
de Zn(NOs3)2.6H.0 (10 mM, 24 h).

Sintese 1.3 10 mM de precursor - Bacillus megaterium RFIC
— JCPDS-36-1451

Intensidade (u.a.)

gl ?/
62,92

Meption

=—(110)
1 ——(103)

Fonte: Autoria propria.

Foram observados no difratograma dois picos largos, em 28,7° e 62,9°. Os picos
largos podem ser devido a presenca de material amorfo ou de pequenas particulas,
chamadas de sementes ou germes.

No difratograma de referéncia do e-Zn(OH). (Figura 48, p. 114) obtido da
literatura (NICHOLAS, 2011) cuja fonte foi o banco de dados Inorganic Crystal
Structures Databases (ICSD #50447) ha um pico em aproximadamente 28,7° o que
permitiu sugerir a presenca deste hidroxido na amostra.

O pico em 62,9° coincidiu com o plano cristalografico (103) do ZnO, o que
permitiu sugerir a presenca de particulas bem pequenas das NPs-ZnO. No entanto, houve
também um plano cristalografico do e-Zn(OH), préximo a 61,0°. Assim, o pico largo em
62,9° pode ser devido a presenca de germes de NPs-ZnO e / ou de e-Zn(OH):.

Logo, foi possivel sugerir que a banda obtida no espectro de UV-vis com absor¢édo
no comprimento de onda em 346 nm foi devido a absorcdo de energia tanto por sementes
de NPs-ZnO quanto por sementes de e-Zn(OH)2 (WANG et al., 2015).

Desta forma, € possivel que se obteve NPs-ZnO na Sintese 1.3 onde foi usada a
solucdo de Zn(NOz3)2.6H.0O 10 mM com caldo da bactéria B. megaterium RF1C. No


https://www.researchgate.net/profile/Mingsong-Wang-4?_sg%5B0%5D=kyawScCPSG9bBTQrpEcVV97voKWgMLBRR44dKxS85eCRaJOjkczJqENJ4zWeoFsEyr4P9d4.e1uWflyFGaDN5XpXFffF0iImXL6vfQm9U64CKO_yc2Hyhn4IoK0Iwvd4iYHJt0wsLs1vaWEiG2yyjOhsHUfREg&_sg%5B1%5D=QGdTZe2iTxDB9f1qcytD6n00tdOp6_RMKEuawN8W8zWdhDA8AauBPlSb7XA6Z-wvLRt2svs.oyU2T35DZ3QnykzcXk0IrwktV4OPBTJozmSZKZPzsGGE7fAyTWvAiaZsM0iRMEnG8bi-Z5nSUzru2vH3ck54Gw
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entanto, visualmente, ndo foi possivel observa-las, provavelmente pela pequena

quantidade e pelo pequeno tamanho.

6.3.2 Sintese 2 — Estudo da variacdo da quantidade do caldo de sintese e

aumentando da concentracéo do sal precursor de Zn(NO3)2.6H20

Apb6s a Sintese 1, selecionou-se a bactéria B. megaterium RF1C para dar
continuidade no estudo de obtencdo das NPs-ZnO, pois no trabalho de SARAVANAN et
al. (2018) foram obtidas NPs-ZnO usando o caldo de sintese de uma linhagem desta
bactéria.

De acordo com a literatura apresentada na Segdo 1.4.3 (p. 48) e com ATKINS et al.
(2008) os estabilizantes evitam o crescimento das nanoparticulas. Os constituintes
organicos (proteinas, lipideos etc.) presentes no caldo de sintese, devem apresentar esta
funcdo de evitar o crescimento e a aglomeracao das nanoparticulas.

Desta forma, realizou-se um conjunto de experimentos na Sintese 2 reduzindo a
quantidade de caldo de sintese, a fim de favorecer o crescimento das NPs-ZnQO. Usou-se
a proporcao de 2:1 na Sintese 2.1 (100 mL do caldo de sintese: 50 mL de solucédo do sal
precursor a 10 mM) e 1:1 na Sintese 2.2 (50 mL do caldo de sintese: 50 mL de solucao
do sal precursor a 10 mM).

A proporcdo entre o caldo de sintese da bactéria B. megaterium RF1C e a solugdo
precursora do sal de Zn(NO3)2.6H20 teve como base os estudos de JAYASEELAN et al.
(2012), SELVARAJAN et al. (2013), ZAHRANI et al. (2018), SINGH et al. (2014) e
RAJABAIRAVI et al. (2017). O tempo de sintese foi de 48 h, a fim de verificar se a
obtengdo das NPs-ZnO ocorreria em um periodo mais longo.

Na Sintese 2.3 usou-se a proporcao 1:1 entre o caldo de sintese da bactéria B.
megaterium RF1C e a solu¢do precursora do sal de Zn(NO3)2.6H20. No entanto, a fim de
favorecer a nucleacdo (discutida na Segédo 1.4.2, p. 47) aumentou-se a concentragdo do
sal precursor para 0,32 M. Esta concentracdo teve como referéncia o trabalho de
PRASAD e JHA (2009).

6.3.2.1 Aspecto visual

A Tabela 18 apresenta o aspecto visual de cada uma das sinteses (Sinteses 2.1, 2.2
e2.3)).


https://www.researchgate.net/scientific-contributions/Neethipathi-Rajabairavi-2142443784?_sg%5B0%5D=qZsR-zlpQDgU_HeRZ_zExjfNY2ewUYqKM4FjweQMqCjEZ5vmrXSvoJsfSXFr5lwO4DIpkMY.wwt0NThTCtaDu_k2XgoUf2F0gOvQUZUALyQEUP7x-jnuEQrsAZsFxy9eFX22pmuhMQ1MN1Ld_5MxYrB4_eEGZw&_sg%5B1%5D=0wXr-W9Ih2Wwz0RgPOYH-Is6XxpQMd5N-caGIyEQMbIBG5kCSqJAPmNZLE9U97UFWbH_jfU.bxm4qlI_6nvVou4-cawH-ofnmaKYRJ4DL-hdaRbi_iBvlbv_LbMHci6urqexR9qhxfksuU1vy_-tG50wIzxeIg
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Tabela 18- Aspecto visual das Sinteses 2.1, 2.2 e 2.3 apds a adi¢do do sal precursor de Zn(NO3)2.6H20 e
apos 48 h de sintese.

Aspecto visual

Sintese Apbs adicao do sal precursor de Zn(NOs)2.6H20 Apbs 48 h de sintese
2.1 Limpido Limpido

2.2 Turvo Turvo

2.3 Turvo Turvo

Fonte: Autoria propria.

A Figura 62 ilustra a Sintese 2 logo ap6s a adi¢do da solucéo do sal precursor de
Zn(NO3)2.6H20 e apds 48 h de sintese.

Na Sintese 2.1 ndo foi observada a turvacédo do meio apés a adicao do sal precursor
(Figura 62.a) nem ap0s 48 h de sintese. No entanto, observou-se que logo apos a adi¢édo
da solucéo do sal precursor na Sintese 2.2 (Figura 62.b) e na Sintese 2.3 (Figura 62.c)
houve uma répida/instantanea turvacdo do meio reacional.

Na Sintese 2.3 ap0s 48 h houve a formacdo de um material solido e gelatinoso de
aspecto translucido aderido na parede do frasco erlenmeyer (Figura 62.d) e que apds a
centrifugacgéo apresentou coloragédo marrom claro (Figura 62.e).

Figura 62- Sintese 2 realizada com o caldo de sintese da bactéria B. megaterium RF1C e o sal precursor
de Zn(NOs),.6H0. (a) Sintese 2.1 — 100 mL do caldo de sintese, ap6s a adi¢do de 50 mL da solugdo do
sal a 10 mM. (b) Sintese 2.2- 50 mL do caldo de sintese, ap6s a adi¢do de 50 mL da solugdo do sal a 10
mM. (c) Sintese 2.3 — 50 mL do caldo de sintese ap0s a adi¢do de 50 mL da solugdo do sal a 0,32 M. (d)

Sintese 2.3 - ap6s 48 h de adicdo do sal no shaker a 32°C em agitacéo de 150 rpm. (e) Sintese 2.3 apds
centrifugacéo.

Apos adicdo da solugdo de nitrato de zinco hexahidratado

Fonte: Autoria propria.
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6.3.2.2 UV-vis

Nas Sinteses 2.1, 2.2 e 2.3 0s espectros de absorcdo na regido UV-vis mostraram

a absorcdo de radiacdo em 256 nm e 325 nm (Figura 63).

Figura 63- Espectros de absorcéo na regidao UV-vis das amostras obtidas nas Sintese 2 realizada com o
caldo de sintese da bactéria B. megaterium RF1C e o sal precursor de Zn(NOs),.6H,0 (0,32 M) apds 48 h
de reagéo.

Sintese 2.1- 100mL do caldo de sintese do B. megaterium RF1C + 50mL de solugdo 10 mM de Zn(NO,),.6H,O
1,2 4 1 Sintese 2.2- 50mL do caldo de sintese do B. megaterium RF1C + 50mL de solugdo 10 mM de Zn(NO;),.6H,0
Sintese 2.3- 50mL do caldo de sintese do B. megaterium RF1C + 50mL de solugio 0,32 M de Zn(NO,),.6H,0
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Fonte: Autoria propria.

A banda com méximo de absorcdo de radiacdo em 256 nm provavelmente foi
devido a presenca de compostos organicos conforme foi discutido na Secédo 6.3.1.2 (p.
124). Para verificar se a absorcdo em 325 nm foi em decorréncia da presenca de NPs-

ZnO, foram obtidos difratogramas de raios X.
6.3.2.3 Difracéo de raios-X

A Figura 64 apresenta o difratograma da Sintese 2.3. Foram observados no
difratograma trés picos largos em 27,1°, 33,3° e 60,2°. No entanto, estes picos ndo
coincidiram com os picos do difratograma de referéncia do ZnO. Estes picos
provavelmente ocorreram devido a formagéo de sementes do e-Zn(OH) (Figura 48, p.
114).

O comprimento de onda em 325 nm pode ser devido a absorcéo de energia pelas
sementes de &-Zn(OH), (WANG et al., 2015).
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Logo, a diminuicéo da quantidade de caldo de sintese, assim como o aumento da
concentracdo do sal precursor de Zn(NOs3)2.6H20 néo favoreceram a obtengéo das NPs-

ZnO nas condicdes realizadas nas Sinteses 2.1, 2.2 e 2.3.

Figura 64- Difratograma da Sintese 2 realizada com a bactéria B. megaterium RF1C e o sal precursor de
Zn(NO3)2.H20 (0,32 M) ap6s 48 h de reacdo.
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Fonte: Autoria propria.

6.3.3 Sintese 3 — Estudo da variacédo da temperatura

Apds as Sinteses 1 e 2, prosseguiu-se o0 estudo com a bactéria B. megaterium RF1C
para dar continuidade na obtencdo das NPs-ZnO variando a temperatura de reacdo, uma
vez que a quantidade de caldo de sintese e 0 aumento da concentracdo do sal precursor
de Zn(NO3)..6H20 ja foram estudados nas condi¢6es de sintese sem o ajuste de pH.

A Sintese 3.1 sobre o estudo da variacdo da temperatura teve como base o trabalho
de TRIPATHI et al. (2014) que foi a 60°C e a Sintese 3.2 os trabalhos de SINGH et al.
(2014) e PRASAD e JHA (2009) em que utilizaram a temperatura de 80°C.

Até este momento, os estudos das sinteses de NPs-ZnO foram realizados em
agitacdo orbital no shaker a 150 rpm na temperatura de 32°C por 24 h. No entanto, devido
ao aumento da temperatura nas Sinteses 3.1 e 3.2 foi utilizada uma chapa aquecedora com
agitacdo magnética a 350 rpm a fim de atingir as temperaturas que seriam estudadas para
a obtengéo das NPs-ZnO. Em alguns trabalhos como o de RAJABAIRAVI et al. (2017)
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a sintese para a obtencdo de NPs-ZnO também foi feita em um equipamento de agitador
magnético.

A Sintese 3.2 foi realizada sob o sistema de refluxo para evitar a evaporacao do
solvente de sintese (&dgua deionizada esterilizada) que permaneceu por 24 h em
aquecimento a 80°C.

6.3.3.1 Aspecto visual

Apos a adi¢do do sal precursor, Zn(NO3)2.6H20 (0,32 M), nas Sinteses 3.1 e 3.2
houve turvacao do meio de reagdo. A Figura 65 ilustra a solugéo turva no bal&o da Sintese
3.2 ap6s 24 h a 80 °C.

Figura 65- Sintese 3.2 realizada com o caldo de sintese da bactéria B. megaterium RF1C e o sal precursor
de Zn(NOs3),.6H20 (0,32 M) ap6s 24 h, pH 6,2 a 80 °C em agitacdo magnética a 350 rpm.

Fonte: Autoria propria.

A fim de verificar se a turvagdo do meio foi devido a formagéo das NPs-ZnQO, foi

realizada uma analise preliminar por UV-vis.
6.3.3.2 UV-vis

A Figura 66 apresenta os espectros obtidos nas analises de UV-vis para as Sinteses
3.1 e 3.2 0s quais apresentaram uma banda com maximo de absor¢do em 264 nm. Como
ja foi discutido na Secdo 6.3.1.2 (p. 124) possivelmente a banda em 264 nm foi
proveniente da absorcao de radiagdo por compostos oriundos da matéria organica.

N&o houve absorcdo de radiacdo, na regido UV-vis, caracteristica das NPs-ZnO,
conforme valores de referéncia da Tabela 6 (p. 75). Assim, constatou-se que o0 aumento
da temperatura nas condicGes das Sinteses 3.1 e 3.2 ndo favoreceu a obtencdo das NPs-
Zn0.
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Figura 66- Espectros de absorcdo na regido UV-vis da Sintese 3 realizada com o caldo de sintese da
bactéria B. megaterium RF1C e o sal precursor de Zn(NO3)..6H,0 (0,32 M) em agitacdo magnética e em
diferentes temperaturas (60°C e 80°C, 350 rpm, 24 h).
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Fonte: Autoria propria.

6.4 Sinteses das NPs-ZnO - sinteses com o ajuste de pH

As Sinteses 4, 5, 6 e 7 foram realizadas com o caldo de sintese da bactéria B.
megaterium RF1C, obtido conforme procedimento descrito na Secdo 4.2.5.2 (p. 64).

E importante mencionar que nas Sinteses 5-8, 80% do volume da solucgo de
NaOH 1 M foi adicionado em uma Unica vez, os 20% restantes foram adicionados de
forma a ajustar o pH para o valor desejado. Nesta etapa acontece a precipitacdo dos ions
Zn?* formando o hidréxido de zinco. Esta é uma das maneiras de gerar, de forma
controlada e simultanea, um grande nimero de nucleos estaveis, o que favorece as
particulas a crescerem com tamanhos mais uniformes. Teoricamente, quando isto
acontece, sdo obtidas NPs-ZnO monodispersas com tamanhos nanométricos (ATKINS et
al., 2008).

Os calculos dos tamanhos dos cristalitos foram realizados a partir da equacao de
Debye-Scherrer e dos dados obtidos nos difratogramas e estao registrados no Apéndice
A

6.4.1 Sintese 4 — Estudo da variacdo do pH

Uma vez em que os estudos realizados anteriormente (Sinteses 1-3) ndo levaram

a obtencdo das NPs-ZnO, nesta etapa foi estudada a variagdo do pH do meio reacional.
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BALRAJ et al. (2017) em seus estudos de obtencdo de NPs-ZnO pela via extracelular,
mediada pela bactéria Streptomyces sp., ajustou o pH das sinteses para 9,0. Conforme
exposto na Sec¢do 1.4.1 (p. 46) nos métodos quimicos para a obtencéo das NPs-ZnO, como
a precipitacdo e o sol-gel, as sinteses s&o normalmente realizadas em pH alcalino (9,0-
11,0), pois os ions Zn?* sdo sollveis em pH &cido. Assim, o pH alcalino favorece a
insolubilidade dos ions Zn?* favorecendo a obtencio das nanoparticulas (POURBAIX,
1974).

Na Sintese 4, devido ao ajuste do pH, o procedimento de obten¢do das NPs-ZnO
foi diferente do realizado nas Sinteses 1-3. O ajuste do pH foi feito em frasco béquer em
agitacdo magnética (350 rpm) a fim de se ter uma maior homogeneidade do meio
reacional. Somente apo6s o valor de pH ter sido ajustado foi que o contetdo dos frascos
béquer foi vertido nos frascos erlenmeyer onde permaneceram em agitacdo orbital no
shaker (150 rpm, 24 h, 32°C).

6.4.1.1 Aspecto visual

Apds o ajuste de pH do sistema (pH 7,0; 7,5; 8,0, 9,0; 10,0) contendo a solucao
do sal de Zn(NOs3)..6H20 e o caldo de sintese da bactéria B. megaterium RF1C observou-
se que 0 meio turvou. Em todos os casos observou-se uma suspenséo branca leitosa, sendo
ainda mais acentuada nas sinteses de maiores valores de pH (8, 9 e 10). A Figura 67 ilustra
0 aspecto da reacdo da Sintese 4 apds 24 h em agitacao orbital no shaker (150 rpm, 32°C).

Apbs a centrifugacao do contetdo formado nos frascos erlenmeyer foi obtido um

material com aspecto de um solido branco e uniforme, conforme ilustrado na Figura 68.
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Figura 67- Sintese 4 realizada com o caldo de sintese da bactéria B. megaterium RF1C e o sal precursor
de Zn(NOs3).2.6H,0 (0,32 M, 24 h, 150 rpm, 32°C) em diferentes valores de pH. (a) pH 7,0. (b) pH 7,5. (c)
pH 8,0. (d) pH 9,0. (d) pH 10,0.

Fonte: Autoria prépria.

Figura 68- Obtencdo das NPs-ZnO, apoés centrifugacdo da reagdo de Sintese 4 realizada com o caldo de
sintese da bactéria B. megaterium RF1C e o sal precursor de Zn(NO3)2.6H,0 (0,32 M, 24 h, 150 rpm, 32°C)
em diferentes valores de pH. (&) pH 7,0. (b) pH 7,5. (c) pH 8,0. (d) pH 9,0. (d) pH 10,0.

“

Fonte: Autoria prépria.

6.4.1.2 UV-vis

Para verificar se o solido de coloracdo branca obtido eram as NPs-ZnO foi
realizada uma analise preliminar de UV-vis para verificar se haveria absor¢éo de radiacdo
no comprimento de onda caracteristico do ZnO.

A Figura 69 mostra os espectros de absorcdo na regido UV-vis para as NPs-ZnO
obtidas na Sintese 4.
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Nos espectros de UV-vis foram observadas bandas com méximo de absor¢do em
343, 348, 355,5 e 362 nm para os valores de pH 7,5, 8,0, 9,0 e 10, respectivamente. N&o
foi observada absorcao de radiagdo em nenhum comprimento de onda para a Sintese 4.1
onde o pH foi ajustado para 7,0.

No trabalho de SARAVANAN et al. (2018) as NPs-ZnO obtidas a partir do sal
precursor de Zn(NOz)2.6H20, com diametro na faixa de 45-95 nm, apresentaram absorgéo
em 346 nm. Enquanto no trabalho de KUNDU et al. (2014) as NPs-ZnO obtidas a partir
do sal precursor de ZnSQO4.7H20, com didmetro na faixa de 100-120 nm, apresentaram
absorcdo em 340 nm. Sendo assim, as bandas com méaximo de absor¢do em 343 nm, 348
nm, 355,5 nm e 362 nm podem ser devido a absorc¢do de radiacdo pelas NPs-ZnO, ja que
como mencionado na Sec¢do 6.4.1.1 (p. 134) também o aspecto visual da Sintese 4 sugeriu
a formacéo de ZnO.

Para verificar a formacdo da fase cristalina do ZnO nas Sinteses 4.1-4.5 foram

obtidos difratogramas de raios X.

Figura 69- Espectros de absorcdo na regido UV-vis da Sintese 4 realizada com o caldo de sintese da
bactéria B. megaterium RF1C e o sal precursor de Zn(NO3)..6H.0 (0,32 M, 24 h, 32°C, agitacao orbital
em 150 rpm) e em diferentes valores de pH (7,0; 7,5; 8,0; 9,0 e 10).
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Fonte: Autoria prépria.

6.4.1.3 Difracéo de raios-X

A Figura 70 mostra os difratogramas obtidos nas anélises de difracdo de raios-X.
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Figura 70- Difratogramas de raios-X da Sintese 4 realizada com a bactéria B. megaterium RF1C e o sal
precursor de Zn(NQs)2.H20 (0,32 M, 24 h, 32°C, 150 rpm no shaker) e em diferentes valores de pH (7,0;
7,5;8,0; 9,0 e 10).
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Fonte: Autoria prépria.
Em relacdo a Sintese 4.3 (pH 8,0), a Sintese 4.4 (pH 9,0) e a Sintese 4.5 (pH 10,0)

as difracGes observadas referentes aos picos 31,7°, 34,4°, 36,2°, 47,7°,56,8°, 62,9°, 66,4°,
68,2° e 69,3° corresponderam aos planos (100), (002), (101), (102), (110), (103), (200),
(112) e (201) da estrutura cristalina wurtzita do ZnO do difratograma de referéncia
(JCPDS-36-1451). Assim, os espectros obtidos nas analises de UV-vis com absorcao de
energia nos comprimentos de onda em 348, 355,5 e 362 nm para as Sinteses 4.3, 4.4 e 4.5
foram atribuidos a absorcéo de energia pelas NPs-ZnO. Na regido UV-vis, a absorcao das
NPs-ZnO ocorre devido as transicdes eletronicas da banda de valéncia para a banda de
condugéo (Ozp para Znas).

Na Figura 70 foram observados ainda outros picos adicionais nos difratogramas.
Um pico em 33,2° nas Sinteses 4-1-4.5 (pH 7,0; 7,5; 8,0; 9,0 e 10,0), sendo menos
proeminente na Sintese 4.5 (pH 10,0). Outro pico em 59,4°, também observado nas
Sinteses 4.1-4.5, sendo menos acentuado na Sintese 4.4 (pH 9,0) e na Sintese 4.5 (pH
10,0). De acordo com os trabalhos de NICHOLAS (2011) e KROL et. al (2018) esses
dois picos corresponderam a formacao de hidréxido de zinco, como um intermediario das
NPs-ZnO (Figura 48, p. 114). KROL et. al (2018) mencionaram em seus estudos que a
presenca desses dois picos no difratograma confirmaram o mecanismo de sintese
bioldgica de NPs-ZnO por eles proposto (Secdo 1.2.3, p. 35) onde a obtengdo de ZnO

primeiro passou pela formacgéo do Zn(OH)..
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Analisando ainda a Figura 70, devido a solubilidade dos ions Zn?* em funcdo do
pH, notou-se que no difratograma da Sintese 4.2 (pH 7,5) apenas trés planos da estrutura
cristalina wurtzita do ZnO (100) (002) e (101) observados nos angulos de 31,7°, 34,4° e
36,2°, respectivamente, comecaram a se formar. Isso estd em acordo com a absorcéo de
energia no comprimento de onda de 343 nm (Figura 69), onde a banda esta presente de
forma discreta. Os demais planos, (102), (110), (103), (200), (112) e (201), caracteristicos
da estrutura wurtzita do ZnO, foram observados no difratograma a partir do pH 8,0.

Ainda na Sintese 4.2 (pH 7,5) mais outros dois picos em 21,9° e 28,4 foram
obtidos. Estes dois picos foram observados no difratograma de referéncia do e-Zn(OH):
(Figura 48, p. 114). Logo, nesta sintese houve a presenca de 4 picos, em 21,9°; 28,4°;
33,2° € 59,4°, 0s quais sdo caracteristicos dos planos cristalograficos do e-Zn(OH)z e trés
picos, em 31,7°, 34,4° e 36,2° caracteristicos dos planos cristalinos do ZnO. Observou-se
que estes picos foram mais alargados, o que permitiu sugerir a formacéo destes cristais
em tamanhos muito pequenos.

No difratograma da Sintese 4.1 (pH 7,0) (Figura 70) foram observados dois picos
bastante discretos em 36,4° e 31,8° caracteristicos dos planos (101) e (100),
respectivamente, do ZnO. E mais dois outros picos, mais acentuados e alargados, em
59,4° e em 33,2° caracteristicos dos planos cristalograficos do e-Zn(OH)2 (Figura 48, p.
114). No entanto, conforme apresentado na Figura 69, na andalise de UV-vis ndo foi
observada absorcdo de energia em nenhum comprimento de onda desta sintese.
Possivelmente devido a presenca de pequenas quantidades destes cristais, ainda em
formagéo, no meio.

Em relacdo a cristalinidade, visualmente, observou-se que nas Sinteses 4.3 (pH
8,0) e 4.5 (pH 10,0) os difratogramas possuiram melhor cristalinidade em relacdo as
demais sinteses (Sinteses 4.1, 4.2 e 4.4).

Assim, na Sintese 4 em valores abaixo do pH 8,0, ocorreu uma condicdo mais
favoravel a solubilidade dos fons Zn?*, além disso, os ions Zn?* encontram-se
complexados com 0 meio, o0 que poderia dificultar a formacdo de hidréxido de zinco e a
subsequente formagc&o de ZnO. SANCHEZ et al. (1996) mostraram em seus estudos a alta
estabilidade dos ions Zn?* com glicinato. Como foi descrito na Se¢do 6.1 (p. 96), o caldo
de sintese utilizado nas sinteses das NPs-ZnO contém proteinas, lipideos etc. que
possivelmente proporcionam uma boa estabilidade com os ions Zn?*. Sendo assim, se faz
necessario valores de pH acima de 7,5 para favorecer a formacéo de hidroxido de zinco e
a posterior formacdo das NPs-ZnO. Estes dados foram bastante interessantes, pois na
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sintese hidrotérmica o crescimento de cristais de ZnO estdo limitados entre o pH 9-13
(NICHOLAS, 2011).

A partir da equacdo de Debye-Scherrer (Equacéo 8, p.71) e com base na largura-
a-meia-altura dos picos fornecidos pelos difratogramas da Figura 70 foram calculados o
tamanho dos cristalitos das Sinteses 4.3-4.5. Os picos usados bem como os calculos
realizados estdo no Apéndice A. O tamanho médio dos cristalitos calculados foram de 25
+£2nm,19+2nme 17 £ 2 nm para os valores de pH 8,0, 9,0 e 10,0, respectivamente. O
desvio padréo entre o tamanho médio dos cristalitos dos pH 8,0, 9,0 e 10,0 foi de £ 4 nm,
com um coeficiente de variacdo de 20% (Tabela 19), ou seja, houve uma média dispersao
entre os tamanhos dos cristalitos de uma sintese para outra. Isto permitiu sugerir que a
variacdo de pH alterou as caracteristicas de tamanho do cristalito das NPs-ZnO obtidas.
Os cristalitos menores foram obtidos em pH 10,0 e os cristalitos maiores foram obtidos
em pH 8,0.

A fim de verificar a morfologia e o tamanho médio dos gréaos foi feita a analise de

Microscopia Eletronica de Varredura — MEV.

Tabela 19- Comparagéo do tamanho dos cristalitos das NPs-ZnO obtidas nas Sinteses 4.3-4.5.

Sintese Tamanho do Tamanho médio Desvio padréao Coeficiente de
cristalito (nm) do cristalito (nm) (nm) variacgéo (%0)
4.3 (pH 8,0) 25
4.4 (pH 9,0) 19 21 4 20
4.5 (pH 10,0) 17
Fonte: Autoria prépria.
6.4.1.4 MEV

Na Figura 71, referente a analise de MEV, foi observada a morfologia das NPs-
ZnO obtidas na Sintese 4.3 (pH 8,0) a qual apresentou formas variaveis. No entanto, em
sua maioria a presenca de morfologia relativamente cubica foi obtida. Notou-se que a
superficie das NPs-ZnO foi regular e que elas estavam bastante aglomeradas (Figura
71a.). A Figura 71b. apresentou uma distribui¢do bimodal de tamanho, com dois valores
médios (23 nm e 64 nm), a distribuicdo do tamanho compreendeu particulas entre 10 e
95 nm.

Comparando os valores médios dos grédos, 23 nm e 64 nm, com o valor médio do
cristalito obtido na analise de DRX (25 nm) foi possivel sugerir que na Sintese 4.3 houve
a presenca tanto de monocristais quanto de policristais (grdo formado por mais de um

cristalito).
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Figura 71- MEV das NPs-ZnO — aumento de 100.000 X. (a) MEV das NPs-ZnOQ obtidas da Sintese 4.3
realizada com a bactéria B. megaterium RF1C e o sal precursor de Zn(NOs)2.H,0 (0,32 M, pH 8,0, 24 h,
32°C, 150 rpm no shaker). (b) Histograma referente ao diametro das NPs-ZnO da Sintese 4.3.
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Nas Figuras 72 e 73 através das analises por MEV, foram observadas a morfologia
das nanoparticulas de ZnO obtidas na Sintese 4.4 (pH 9,0) e na Sintese 4.5 (pH 10,0),
respectivamente. Observou-se que com 0 aumento do pH as NPs-ZnO, apresentaram
morfologias de dificil definicdo ndo sendo possivel fazer a contagem de tamanho das
particulas formadas. Aparentemente 0s graos estavam maiores. As particulas obtidas na
Sintese 4.4 (Figura 72) estavam bastante aglomeradas, mesmo a analise tendo sido
realizada com uma suspenséo bastante diluida.

Como descrito na Se¢do 6.1 (p. 96) o caldo de sintese da bactéria B. megaterium
RF1C usado nas Sinteses 4.4 e 4.5 das NPs-ZnO continha uma quantidade significativa
de proteinas que poderiam estar envolvidas na formacao/estabilizacdo das NPs-ZnO ja
que nos estudos de SANCHEZ et al. (1996) houve formacao de complexo bastante estavel
entre os fons Zn?* com glicinato, indicando uma alta afinidade entre grupos carboxilas
com o zinco. A alta estabilidade do complexo foi em pH proximo a 5,5. O sistema usado
nas Sinteses 4.4 e 4.5, 20 mL soluc¢éo do sal precursor de Zn(NO3)2.6H20 a 0,32 M com
20 mL de caldo de sintese forneceu um pH de 6,0. E ainda, houve estudos na literatura
relacionando a obtencdo das NPs-ZnO com as proteinas (KROL et al., 2018). Sendo
assim, foi possivel sugerir que o0 aumento do pH na Sintese 4.4 e especialmente na Sintese
4.5 pode ter provocado a desnaturacgdo das proteinas (NELSON; COX, 2014) dificultando

assim, a estabilizacdo do tamanho dos gréos.
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Figura 72- MEV das NPs-ZnO obtidas da Sintese 4.4 realizada com a bactéria B. megaterium RF1C e 0
sal precursor de Zn(NO3)2.H20 (0,32 M, pH 9,0, 24 h, 32°C, 150 rpm no shaker). A esquerda tem-se a
imagem com aumento de 100.000X e a direita com aumento de 40.000X.
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Fonte: Autoria propria.

Figura 73- MEV das NPs-ZnO obtidas na Sintese 4.5 realizada com a bactéria B. megaterium RF1C e o
sal precursor de Zn(NOs)2.H20 (0,32 M, pH 10,0, 24 h, 32°C, 150 rpm no shaker). A esquerda tem-se a
imagem com aumento de 100.000X e a direita com aumento de 40.000X.
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Fonte: Autoria propria.
Logo, neste estudo observou-se que o ajuste de pH para os valores entre 8,0 e 10,0
na Sintese 4 foi a condicdo ideal para a obtencdo de NPs-ZnO realizadas neste estudo.

6.4.2 Sintese 5 — Estudos da variacdo da quantidade de caldo de sintese da

bactéria B. megaterium RF1C

Uma vez obtidas as NPs-ZnO nas Sinteses 4.3-4.5, através do ajuste de pH, com
0 objetivo de padronizar as posteriores condicdes, as Sinteses 5, 6, 7 e 8 foram realizadas
com o ajuste do pH em 8,0. Esta condicdo de reagdo além de ser mais branda, possibilitou
a obtencdo de NPs-ZnO com morfologia mais definida em relacdo as NPs-ZnO obtidas
com o ajuste de pH nos valores de 9,0 e 10,0 (Sinteses 4.4 e 4.5, respectivamente).

Na Sintese 5 a variacdo da quantidade de caldo de sintese da bactéria B.
megaterium RF1C, teve como finalidade estudar a relagdo entre a quantidade de caldo de

sintese e o tamanho dos graos das NPs-ZnO.
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6.4.2.1 Aspecto visual

Em geral, na Sintese 5 as NPs-ZnO, nas diferentes quantidades de caldo de sintese
da bactéria B. megaterium RF1C adicionadas nas sinteses, forneceram uma suspensédo
branca leitosa em todas as Sinteses (5.1-5.5), assim como foi obtido inicialmente na
Sintese 4. Apds a centrifugacdo do material leitoso formado obteve-se um solido branco,

sendo a Figura 68 representativa dos sélidos obtidos (Se¢do 6.4.1.1, p. 134).
6.4.2.2 UV-vis

A Figura 74 mostra os espectros de UV-vis das Sinteses 5.1, 5.2, 5.3, 5.4 e 5.5
correspondentes & adi¢do de 20 mL, 4 mL, 2 mL, 1 mL e 0,5 mL de caldo de sintese da
bactéria B. megaterium RF1C, respectivamente.

Em todos os espectros observou-se a presenca de bandas de absorcéo
caracteristicas das NPs-ZnO na regido UV-vis (20 mL, 348 nm; 4 mL, 346,5 nm; 2 mL,
353,5 nm; 1 mL, 359,5 nm; 0,5 mL, 362,5 nm). Observou-se que a medida em que a
quantidade de caldo de sintese adicionado na sintese das NPs-ZnO foi reduzida, o
comprimento de onda absorvido foi deslocado para a regido de maior comprimento de
onda, ou seja, de menor energia. Para 20 mL de caldo de sintese, obteve-se uma banda
com méximo de absor¢do em 348 nm e para 0,5 mL de caldo de sintese obteve-se uma

banda com méximo de absorcao em 362,5 nm.

Figura 74- Espectros de absorc¢éo na regido UV-vis da Sintese 5 realizada com o caldo de sintese da
bactéria B. megaterium RF1C e o sal precursor de Zn(NOs3),.6H,0 (0,32 M, pH 8,0, 24 h, 32°C, agita¢do
orbital em 150 rpm) e em diferentes quantidades de caldo de sintese (20 mL; 4 mL; 2 mL; 1 mL; 0,5 mL

e 0,0 mL).

1,0 4

e e o
Y [} [--]
1 1 1

Absorbincia (u.a.)

o
[
1

0,0 -

—T T T T T T T T T 7 T 11
250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900

Comprimento de onda (nm)

Fonte: Autoria prépria.
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Na sintese controle, sem a adicdo de caldo de sintese, Secdo 6.2.1 (p. 115) o
comprimento de onda absorvido foi em 363 nm. Como exposto na Se¢édo 1.3.2 (p. 41), a
reducdo do tamanho da particula de ZnO aumenta sua energia de band gap sendo
necessaria uma maior energia (menor comprimento de onda) para excitarem os elétrons
da banda de valéncia (VB) para a banda de condugéo (CB). Portanto, 0 aumento do
comprimento de onda na absorcao da radiacdo ultravioleta pode estar relacionado com
fatores fisicos, por exemplo, como o aumento do tamanho das NPs-ZnO. KUNDU et al.
(2014) descreveram uma banda com maximo de absor¢do em 373 nm para 0 ZnO bulk.
No entanto, para uma conclusdo mais assertiva seria necessario medir o valor de band
gap das nanoparticulas através da técnica de Espectroscopia de Reflectancia Difusa. O
tamanho e a morfologia das NPs-ZnO obtidas na Sintese 5 foram analisados através da
técnica de Microscopia Eletronica de Varredura e foram discutidos posteriormente na
Secéo 6.4.2.4 (p. 146).

6.4.2.3 Difracao de raios-X

A formacéo de cristais de NPs-ZnO obtidos pelo caldo de sintese da bactéria B.
megaterium RF1C apresentaram um arranjo hexagonal wurtzita, em todas as Sinteses 5.1
— 5.5, que foi confirmado pelas analises de DRX como mostrado na Figura 75.

Figura 75- Difratogramas da Sintese 5 realizada com a bactéria B. megaterium RF1C e o sal precursor de
Zn(NO3)2.6H20 (0,32 M, pH 8,0, 24 h, 32°C, 150 rpm no shaker) e em diferentes quantidades de caldo de
sintese (20 mL; 4 mL; 2mL; 1 mL e 0,5 mL).
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A difracdo observada nos picos 31,7°, 34,4°, 36,2°, 47,7°, 56,8°, 62,9°, 66,4°,
68,2° e 69,3° corresponderam aos planos (100), (002), (101), (102), (110), (103), (200),
(112) e (201) da estrutura cristalina hexagonal wurtzita do ZnO em comparacao ao
difratograma de referéncia JCPDS-36-1451.

Na obtencdo das NPs-ZnO com o caldo de sintese da bactéria B. megaterium
RF1C observou-se outros dois picos adicionais, em 33,2° e 59,4° nos difratogramas de
DRX das Sinteses 5.1-5.5. Estes dois picos ndo corresponderam a nenhum plano dos
cristais de ZnO do difratograma de referéncia JCPDS-36-1451. Estes dois picos,
conforme discutido na Sec¢éo 6.3.1.3 (p. 126) Figura 48 (p. 114), foram provenientes da
formacdo de Zn(OH). (ICSD#50447). Notou-se ainda que estes picos foram mais
acentuados na Sintese 5.1 no qual continha maior volume de caldo de sintese (20 mL) e
foi menos acentuado na Sintese 5.5 que continha menor quantidade de caldo de sintese
(0,5 mL).

Os difratogramas obtidos, visualmente, apresentaram boa cristalinidade.

O tamanho médio dos cristalitos de ZnO foram calculados a partir da equacéo de
Debye-Scherrer com base na largura-a-meia-altura dos picos fornecidos pelo
difratograma da Figura 75. Os picos usados bem como os célculos realizados estdo no
Apéndice A. Os tamanhos médios encontrados foram 25 £ 2 nm; 25 + 2 nm; 31 £ 5 nm;
29 £ 6 nm; 25 £ 4 nm para a adicdo de 20 mL, 4 mL, 2 mL, 1 mL e 0,5 mL de caldo de

sintese da bactéria B. megaterium RF1C, respectivamente (Tabela 20).

Tabela 20- Tamanho médio dos cristalitos e o desvio padrdo das NPs-ZnO obtidas nas Sinteses 5.1-5.5.
Tamanho médio do cristalito ~ Desvio padrao

Sintese (nm) (nm)
5.1 (20 mL) 25 2
5.2 (4 mL) 25 2
5.3(2mL) 31 5
54 (1 mL) 29 6
5.5(0,5mL) 25 4

Fonte: Autoria propria.

Observou-se que o desvio padrdo aumentou a medida em que a quantidade de
caldo de sintese na sintese foi reduzida, o que esta em acordo com os histogramas, de
cada sintese, obtidos na Secédo 6.4.2.4 (p. 146).

Como pode ser observado na Tabela 21, a variagdo do tamanho médio dos
cristalitos, entre as Sinteses 5.1-5.5, foi de 3. O coeficiente de variacdo dos tamanhos de
cristalito entre as Sinteses 5.1-5.5 foi de 10%, mostrando que houve uma baixa dispersédo
dos valores, ou seja, que a variagdo da quantidade de caldo de sintese de uma sintese para

outra ndo teve grande influéncia sobre os tamanhos dos cristalitos obtidos. No entanto,
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através das andlises de Microscopia Eletronica de Varredura, observou-se que a
quantidade de caldo de sintese da bactéria B. megaterium RF1C adicionado nas sinteses

teve influéncia sobre o tamanho dos gréos, conforme foi exposto na proxima secéo.

Tabela 21- Comparacdo do tamanho médio dos cristalitos das NPs-ZnO obtidas nas Sinteses 5.1-5.5.
Tamanho médio

Tamanho médio do . Desvio -
. L . do cristalito das ~ Coeficiente de
Sintese cristalito de cada sintese . padréo .
Sinteses 5.1-5.5 variagao (%)
(hm) (nm)
(nm)
5.1 (20 mL) 25
5.2 (4,0mL) 25
5.3(2,0mL) 31 27 3 10
5.4 (1,0 mL) 29
5.5 (0,5 mL) 25

Fonte: Autoria propria.

6.4.2.4 MEV

As Figuras 76 — 80 mostram a morfologia e o tamanho das NPs-ZnO obtidas nas
Sinteses 5.1-5.5 com a adicdo de 20 mL, 4 mL, 2 mL, 1 mL, 0,5 mL e 0 mL de caldo de
sintese da bactéria B. megaterium RF1C, respectivamente.

Figura 76- Microscopia Eletronica de Varredura (a) MEV das NPs-ZnO obtidas da Sintese 5.1 realizada
com a bactéria B. megaterium RF1C e o sal precursor de Zn(NQs3)2.6H20 (0,32 M, pH 8, 24 h, 32°C, 150
rpm no shaker) com 20 mL de caldo de sintese. (b) Histograma referente ao diametro das NPs-ZnO
obtidas na Sintese 5.1.
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Fonte: Autoria propria.
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Figura 77- Microscopia Eletronica de Varredura das NPs-ZnO. (a) MEV, com aumento de 100.000X, das
NPs-ZnO obtidas da Sintese 5.2 realizada com a bactéria B. megaterium RF1C e o sal precursor de
Zn(NO3)2.6H20 (0,32 M, pH 8, 24 h, 32°C, 150 rpm no shaker) com 4 mL de caldo de sintese (b) ) MEV,
com aumento de 40.000X, das NPs-ZnO obtidas na Sintese 5.2 (c) Histograma referente ao didmetro das
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Fonte: Autoria propria.

Figura 78- Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) das NPs-ZnO. (a) MEV, com aumento de
100.000X, obtidas da Sintese 5.3 realizada com a bactéria B. megaterium RF1C e o sal precursor de
Zn(NOs)2.6H20 (0,32 M, pH 8, 24 h, 32°C, 150 rpm no shaker) com 2 mL de caldo de sintese. (b) MEV,
com aumento de 40.000X, obtidas da Sintese 5.3.

Fonte: Autoria propria.
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Figura 79- Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) das NPs-ZnO. (a) MEV, com aumento de

100.000X, das NPs-ZnO obtidas da Sintese 5.4 realizada com a bactéria B. megaterium RF1C e o sal

precursor de Zn(NQO3)2.6H20 (0,32 M, pH 8, 24 h, 32°C, 150 rpm no shaker) com 1 mL de caldo de

sintese. (b) ) MEV, com aumento de 40.000X, das NPs-ZnO obtidas da Sintese 5.4. (c) Histograma
referente ao didmetro das NPs-ZnO obtidas na Sintese 5.4
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Fonte: Autoria propria.

Figura 80- Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) das NPs-ZnO. (a) MEV, com aumento de
100.000X, das NPs-ZnO obtidas da Sintese 5.5 realizada com a bactéria B. megaterium RF1C e o sal
precursor de Zn(NOs)2.6H,0 (0,32 M, pH 8, 24 h, 32°C, 150 rpm no shaker) com 0,5 mL de caldo de

sintese. (b) MEV, com aumento de 40.000X, das NPs-ZnO obtidas da Sintese 5.5 (c) Histograma
referente ao didmetro das NPs-ZnO obtidas na Sintese 5.5.
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Né&o foi observado alteragdes significativas na morfologia das NPs-ZnO, sendo
gue a maioria apresentou um aspecto, aproximadamente, cubico nas micrografias por
MEV. No entanto, observou-se um aumento no tamanho dos graos das NPs-ZnO a medida
em que a quantidade de caldo de sintese adicionado foi reduzido. Isso pdde ser melhor
observado nos histogramas das Figuras 76.b, 77.c, 79.c e 80.c, onde as barras foram
deslocadas para a direita no eixo x, na direcdo de didmetros maiores onde houve menor
quantidade de caldo de sintese adicionado na sintese das NPs-ZnO.

As imagens das NPs-ZnO (Figura 78) nao foram favoraveis para fazer a medigéo
dos gréos e o histograma da distribui¢cdo de tamanho. No entanto, comparando a Figura
77.a com a Figura 78.a, ambas com aumento de 100.000X, foi visualemnte notavel que
as particulas da Figura 78.a (referente a Sintese 5.3), onde foram usados 2 mL de caldo
de sintese, foram maiores do que as da Figura 77.a (referente a Sintese 5.2), onde foram
usados 4 mL de caldo de sintese.

Os valores médios dos graos, extraidos das micrografias de MEV, das NPs-ZnO
foram 46 + 10 nm, 68 £ 14 nm, 134 + 25 nm e 128 + 27 nm para a adi¢do de 20 mL, 4
mL, 1 mL e 0,5 mL de caldo de sintese, respectivamente. Observou-se um maior desvio
em relacdo aos tamanhos das particulas nas sinteses em que foram adicionados menos
caldo de sintese, conforme nos mostrado na Tabela 22 e os histogramas das Figuras 76.b,
77.c, 79.c e 80.c. No entanto, ndo houve diferenca significativa entre os coeficientes de
variacdo das sinteses, 22%; 20%; 18% e 21%, para as Sinteses, 5.1, 5.2, 5.4 e 5.5,

respectivamente, sugerindo uma heterogeneidade similar de tamanho dos gréos entre elas.

Tabela 22- Tamanho médio dos gréos, desvio padrdo e coeficiente de variacdo das NPs-ZnO obtidas nas
Sinteses 5.1-5.5.

Tamanho médio dos graos

Sintese (nm) Desvio padrdo (nm)  Coeficiente de variacéo (%)
5.1 46 10 22
5.2 68 14 20
5.4 134 25 18
55 128 27 21

Fonte: Autoria prépria.

Comparando os valores dos tamanhos médio dos grdos (Tabela 23) obtidos em
cada uma das sinteses, observou-se que a variacdo de tamanho do gréo de ZnO entre elas
foi consideravel, 46%, ou seja, a variagdo da quantidade de caldo de sintese adicionada

em cada uma das sinteses provocou uma alteracdo significativa no tamamho do gréo.
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Tabela 23- Comparacgéo do tamanho médio dos graos de ZnO obtidos nas Sinteses 5.1-5.5.

Tamanho médio dos gréos Tamanho médio dos Desvio Coeficiente de
Sintese  de cada uma das sinteses  graos das Sinteses 5.1-5.5 padréo variagédo
(nm) (nm) (nm) (%)
5.1 46
5.2 68
54 134 94 44 46
5.5 128

Fonte: Autoria propria.

Comparando o tamanho dos cristalitos com o tamanho dos grdos (Tabela 24)
notou-se que os grdos obtidos nas Sinteses 5.1, 5.2, 5.4 e 5.5 foram maiores do que 0s
cristalitos. Isso permitiu sugerir que houve presenca de policristais, ou seja, houve mais
de um cristalito em cada gréo. Contudo, para a confirmagdo desta possibilidade seria
necessario a realizacdo da analise de Microscopia Eletrénica de Transmiss&o.

Tabela 24- Comparacdo do tamanho médio do cristalito com o tamanho do grdo de NPs-ZnO obtidos nas
Sinteses 5.1, 5.2, 5.4 e 5.5.

Sintese Tamanho médio do cristalito ~ Tamanho médio do grao (nm)
(nm)

5.1 (20 mL) 25+2 46 +£10

5.2 (4 mL) 25+2 68 + 14

5.4 (1 mL) 29+6 134 +25

5.5(0,5mL) 25+4 128 + 27

Fonte: Autoria prépria.

Desta forma, foi observado gque na Sinteses 5 a quantidade de caldo de sintese da
bactéria B. megaterium RF1C adicionado na sintese teve influéncia sobre o tamanho dos
gréos de ZnO nas condicdes de temperatura (32°C), pH (8,0) e concentracdo do sal de
Zn(NO3)2.6H20 (0,32 M) utilizadas. Verificou-se que abaixo da adigdo de 1 mL de caldo
de sintese, obteve-se preferencialmente cristais de ZnO >100 nm. A distribuicdo de

tamanho das NPs-ZnO foi menor nas quantidades de 20 mL e 4 mL de caldo de sintese.
6.4.2.5 Andlise Termogravimétrica — TG

Para verificar a porcentagem de matéria organica presente nas NPs-ZnO, foram
feitas analises termogravimétricas das NPs-ZnO obtidas nas Sinteses 5.1-5.5. As Figuras
81a.-81e. ilustram as curvas termogravimétricas obtidas em cada uma das sinteses. Foi
possivel notar que a porcentagem de massa decomposta diminuiu a medida em que a
quantidade do caldo de sintese da bactéria B. megaterium RF1C usado na sintese também

diminuiu.
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A porcentagem de massa decomposta das amostras de NPs-ZnO nos respectivos
intervalos de temperatura (°C), assim como a porcentagem de massa do residuo de cada

sintese a 900°C estdo descritas na Tabela 25.

Figura 81- Curvas de TG das NPs-ZnO obtidas nas Sinteses 5.1-5.5 realizadas com a bactéria B.
megaterium RF1C e o sal precursor de Zn(NO3)2.6H20 (0,32 M, pH 8, 24 h, 32°C, 150 rpm no shaker)
variando a quantidade de caldo de sintese. (a) 0,5 mL. (b) 1 mL. (c) 2 mL. (d) 4 mL. (e) 20 mL.
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Fonte: Autoria propria.

O comportamento térmico nas curvas termogravimétricas das Figuras 81a.-81e.
pode ser dividido em dois eventos, 1 e 2. No evento 1 ocorreu a desidratacdo das NPs-
ZnO com a perda de moléeculas de 4gua. Na Tabela 25 observou-se que a porcentagem de

massa de agua nas NPs-ZnO aumentou com 0 aumento da quantidade de caldo de sintese
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adicionado nas sinteses 4,5%, 2,1%, 0,6%, 0,5% e 0,4% de saida de &gua para as
respectivas quantidades de caldo de sintese, 20 mL; 4 mL; 2 mL; 1 mL e 0,5 mL. Com
isso, foi possivel inferir que a matéria organica favoreceu a adsorcdo de moléculas de
agua nas NPs-ZnO.

No evento 2, abaixo de 500°C, ocorreu a decomposi¢do da matéria orgéanica.
Como era o esperado, as NPs-ZnO em que nas sinteses foram usadas uma maior
quantidade de caldo de sintese tiveram maior porcentagem de matéria organica
decomposta 19,4%; 14,2%; 6,4%; 5,7% e 5,1% para as sinteses feitas com 20 mL, 4 mL,
2 mL, 1 mL e 05 mL de caldo de sintese da bactéria B. megaterium RF1C,
respectivamente.

Na Secdo 6.4.2.4 (p. 146) foi mostrado que a medida em que a quantidade de caldo
de sintese utilizada na sintese foi diminuida, houve um aumento no tamanho das NPs-
ZnO. A andlise termogravimétrica comprovou que de fato onde houve a presenca de
maior quantidade de matéria organica nas NPs-ZnO, Sintese 5.1 (20 mL) e Sintese 5.2 (4
mL), o material teve tamanhos menores, uma vez que a matéria organica poderia estar

atuando como estabilizante favorecendo o controle do tamanho das particulas.

Tabela 25- Porcentagem de massa decomposta das NPs-ZnO obtidas nas Sinteses 5 nos respectivos
intervalos de temperatura (°C) e a porcentagem de massa de residuo a 900°C.

Intervalo de temperatura Massa

Evento Amostra C) (%)
Sintese 5.1 (20 mL) 26 — 147 4,5

Sintese 5.2 (4 mL) 23-138 2,1

1 Sintese 5.3 (2 mL) 23-129 0,6
Sintese 5.4 (1 mL) 23-142 0,5

Sintese 5.5 (0,5 mL) 22 -135 0,4

Sintese 5.1 (20 mL) 147 - 471 19,4

Sintese 5.2 (4 mL) 138 - 482 14,2

2 Sintese 5.3 (2 mL) 129 - 477 6,4
Sintese 5.4 (1 mL) 142 - 464 5,7

Sintese 5.5 (0,5 mL) 135 -424 51

Sintese 5.1 (20 mL) 76,1

Residuo antese 5.2 (4 mL) 83,7
(Zno) Sintese 5.3 (2 mL) 900°C 92,9
Sintese 5.4 (1 mL) 93,8

Sintese 5.5 (0,5 mL) 94,5

Fonte: Autoria prépria.

Conforme o esperado, a Sintese 5.5 contendo menor quantidade de caldo de
sintese (0,5 mL) forneceu maior porcentagem de massa de residuo, 94,5% e a Sintese 5.1
contendo maior quantidade de caldo de sintese (20 mL) forneceu menor quantidade de

residuo. Vale ressaltar que os residuos das analises de TG sao as NPs-ZnO.
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Ainda foi possivel observar nas Figuras 81a.-81e. que apds a perda da matéria
organica as curvas termogravimétricas apresentaram um pequeno crescimento, 0 que
representa em menos de 1% de ganho de massa.

A fim de verificar quais elementos estariam presentes nas amostras apos 500°C,
foi feita uma analise de EDS do residuo de TG da amostra de NPs-ZnO da Sintese 5.2 (4
mL de caldo de sintese) (Figura 82). A analise foi feita em trés regides da amostra, na
Figura 82 foi mostrado o espectro de uma regido. Os espectros das outras duas regides
foram mostrados no Apéndice D.

Os elementos identificados pela técnica de Espectroscopia de Energia Dispersiva
foram apenas o zinco e o oxigénio (Figura 82). Provavelmente outros elementos, se
presentes, estariam abaixo do limite de deteccdo desta técnica. No entanto, como houve
acréscimo de massa, foi possivel sugerir que houve absorcdo de oxigénio para suprir as
vacancias deste elemento na estrutura cristalino do ZnO, pois como mostrado na Tabela
26, o teor de zinco (56,30 % * 2,24 %) foi maior do que o teor de oxigénio (43,70 % *
2,24 %). Contudo, seria necessario aprofundar o estudo dos defeitos de estrutura das NPs-
ZnO obtidas para afirmar esta hipotese.

Figura 82- Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS) do residuo ap6s analise termogravimétrica das
NPs-ZnO obtidas na Sintese 5.2.
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Fonte: Autoria propria.

Tabela 26- EDS, %atdmica dos elementos presentes no residuo de TG das NPs-ZnO da Sintese 5.2

Regiéo 1 Regido 2 Regido 3 % ~ Coeficiente
Elemento % Erro % Erro % Erro  Atomica D&VI0 de
Atomica (%) Atomica (%) Atdmica (%) média P2drd o
Zn 54,62 10,07 55,43 9,92 58,84 9,84 56,30 2,24 3,98
(0] 45,38 2,11 44,57 2,04 41,16 1,83 43,70 2,24 512

Fonte: Autoria propria.
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6.4.3 Sintese 6 — Estudos da variagdo da concentracdo do sal precursor de
Zn(NO3)2.6H20

Nesta etapa dos estudos buscou-se otimizar a concentracdo do sal de
Zn(NO3)2.6H20 frente a obtencdo das NPs-ZnO. Na Sintese 6 foram padronizados os
valores de pH em 8,0. Na Secdo 5.5 verificou-se que as quantidades de caldo de sintese
de 4 mL e 20 mL proporcionaram tamanhos de grdos de ZnO menores e com menor
distribuicdo de tamanho. Assim, por ser uma menor quantidade, foi padronizado o volume
de 4 mL de caldo de sintese para prosseguir 0s estudos. A temperatura permaneceu em
32°C, assim como a agitagado no shaker por 24 h a 150 rpm.

6.4.3.1 Aspecto visual

Também na Sintese 6 o material obtido, ap6s centrifugacdo, foi um sélido de
coloragéo branca para todas as condi¢des realizadas, com aspecto similar ao ilustrado na
Figura 68 (Secdo 6.4.1.1, p.134).

6.4.3.2 UV-vis

Como mostrado na Figura 83, o espectro UV-vis revelou bandas com méaximo de
absorcdo nos comprimentos de ondas de 344 nm, 341 nm, 345,5 nm e 351,5 e 347 nm,
que foram atribuidas a absorcéo intrinseca da energia de band gap pelas NPs-ZnO
resultante da transicdo eletronica da banda de valéncia para a banda de conducao (O2p —
ZNgs).

Observou-se que na menor (0,032 M) e na maior (0,64 M) concentracao do sal

precursor de Zn(NOz)2.6H20, as bandas de absorc¢éo foram mais discretas.
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Figura 83- Espectros de absorcdo na regido UV-vis da Sintese 6 realizada com 4 mL do caldo de sintese
da bactéria B. megaterium RF1C em pH 8,0 e em diferentes concentracfes do sal precursor de
Zn(NOs3)2.6H,0 (0,032 M, 0,064 M, 0,16 M, 0,32 M, 0,48 M e 0,64 M) a temperatura de 32°C32°C por
24 h em agitacdo orbital de 150 rpm.
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Fonte: Autoria prépria.

6.4.3.3 Difracéo de raios-X

Os difratogramas apresentados na Figura 84 mostraram a formacao da estrutura
cristalina wurtzita do ZnO para as Sinteses 6.2-6.5 em conformidade com o difratograma
de referéncia JCPDS-36-1451. As difragdes observadas nos picos 31,7°, 34,4°, 36,2°,
47,7°, 56,8°, 62,9°, 66,4°, 68,2° e 69,3° corresponderam aos planos (100), (002), (101),
(102), (110), (103), (200), (112) e (201) da estrutura cristalina hexagonal wurtzita do
ZnO.

Como discutido na Secéo 6.4.1.3 (p. 136), os picos presentes em 21,9°; 28,4°;
33,2° 59,0° podem ser observados no difratograma de referéncia do e-Zn(OH):
(ICSD#50447) (Figura 48, p. 114).

Visualmente, as Sinteses 6.3, 6.4 e 6.5 cuja concentracdo do sal precursor de
Zn(NOz3)2.6H20 foi 0,16 M, 0,32 M e 0,48 M, respectivamente, apresentaram boa
cristalinidade. Observou-se ainda que na sintese feita com 0,48 M do sal precursor o plano
(100) foi mais acentuado do que nas demais sinteses, o que pode conferir ao cristalito

uma morfologia distinta.
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Figura 84- Difratogramas de raios-X da Sintese 6 realizada com 4 mL do caldo de sintese da bactéria B.

megaterium RF1C em pH 8,0 e em diferentes concentracdes do sal precursor de Zn(NQOs3),.6H,0 (0,032

M, 0,064 M, 0,16 M, 0,32 M, 0,48 M e 0,64 M) a temperatura de 32°C por 24 h em agitacéo de 150 rpm
no shaker.
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Fonte: Autoria prépria.

No difratograma da Sintese 6.1 (0,032 M) observou-se ainda quatro picos, de
forma pouco acentuada, em 31,8°; 36,2°; 56,6°; 62,8° caracteristicos dos planos (100)
(101) (110) e (103) do ZnO e outros dois picos mais proeminentes em 33,2° e 59,4°
caracteristicos dos planos cristalograficos do e-Zn(OH)2 (Figura 48, p.114).

Os dois picos em 33,2° e 59,4° também foram observados de forma bastante
acentuada no difratograma da Sintese 6.6 (0,64 M), além de outros picos mais discretos
em 21,9° e 28,4° também caracteristicos do -Zn(OH).. Observou-se ainda a presenga de
picos caracteristicos dos planos (100) e (002) do ZnO em 31,2° e 34,5°.

A partir dos difratogramas das Sinteses 6 notou-se que nas concentrac@es extremas
(0,032 M e 0,64 M) a formacdo de hidréxido foi favorecida em relacdo a formacéao de
ZnO, nas condicdes de sintese realizadas. Os picos largos provavelmente foram devido a
formacéo de particulas bastante pequenas de hidroxido de zinco, chamados de sementes
Ou germes.

Como apresentado na Introducéo, na Se¢do 1.4.4 (p. 49) o estabilizante pode
impedir o crescimento das NPs-ZnO. Assim, na Sintese 6.1 (0,032 M), diante da baixa
concentracdo do sal precursor de Zn(NO3)..6H-0, a matéria organica do caldo de sintese,
que pode atuar como um estabilizante, pode ter dificultado a formacéo dos cristais de
ZnO.
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Os tamanhos médios de cristalito das NPs-ZnO foram calculados usando a
equacéo de Debye-Scherrer com base na largura-a-meia-altura dos picos fornecidos pelos
difratogramas da Figura 84. Os picos usados bem como os célculos realizados estdo no
Apéndice A. O tamanho médio das NPs-ZnO calculado foi de 19 £ 5 nm; 20 + 3 nm; 24
+ 3 nme 27 £ 1 nm para as concentragdes de sal precursor 0,064 M, 0,16 M, 0,32 M e
0,48 M, respectivamente (Tabela 27).

Tabela 27- Tamanho médio dos cristalitos e o desvio padrdo das NPs-ZnO obtidas nas Sinteses 6.2-6.5.

Sintese Tamanho médio do cristalito (nm)  Desvio padrado (nm)
6.2 (0,064 M) 19 5
6.3 (0,16 M) 20 3
6.4 (0,32 M) 24 3
6.5 (0,48 M) 27 1

Fonte: Autoria propria.

Observou-se que o tamanho do cristalito cresceu com o0 aumento da concentracédo
do sal de Zn(NO3)..6H-0.

Tabela 28- Comparacdo do tamanho médio dos cristalitos das NPs-ZnO obtidas nas Sinteses 6.2-6.5.
Tamanho médio

Tamanho médio do . Coeficiente
. S . do cristalito das . ~ .
Sintese cristalito de cada sintese . Desvio padrdo  de variacdo
(nm) Sinteses 6.2-6.5 (%)
(nm) °
6.2 (0,064 M) 19
6.3 (0,16 M) 20
2 4 1
6.4 (0,32 M) 24 3 6
6.5 (0,48 M) 27

Fonte: Autoria propria.

Como mostrado na Tabela 28, a variacdo do tamanho médio dos cristalitos, entre
as Sinteses 6.2-6.5, foi de 4 e o coeficiente de variacdo dos tamanhos de cristalito foi de
16%, indicando que houve uma média dispersdo dos valores, ou seja, que a variacdo da
concentracdo do sal precursor de Zn(NOs)2.6H20 de uma sintese para outra teve uma
certa influéncia sobre os tamanhos dos cristalitos obtidos. No entanto, seria necessario
realizar replicatas suficientes para afirmar estatisticamente as varia¢des dos tamanhos dos

cristalitos obtidos com a variagdo da concentracao do sal precursor.
6.4.3.4 MEV

Devido ao resultado obtido nas analises de DRX, onde observou-se a presenca de
poucos picos e bastante discretos de ZnO, néo foi feita a microscopia das Sinteses 6.1
(0,032 M) e 6.6 (0,64 M). Nas Figuras 85 — 87 tem-se as imagens de MEV das Sinteses
6.2 — 6.5.
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Figura 85- Microscopia Eletronica de Varredura das NPs-ZnQ. (a) MEV, com aumento de 100.000X das
NPs-ZnO obtidas na Sintese 6.2 realizada com a bactéria B. megaterium RF1C e o sal precursor de
Zn(NO3)2.6H,0 (0,064 M), pH 8, com 4 mL de caldo de sintese a 32°C por 24 h em agitacdo de 150 rpm

i a
100nm IQSC 26-Jul-22 100nm IQSC 26-Jul-22
x100,000 15.0kV LED SEM WD 3.9mm 15:27:23 , . WD 3.9mm 15:22:06]

Fonte: Autoria propria.
As NPs-ZnO (Figura 85a. e b.) obtidas na Sintese 6.2 (0,064 M) aparentemente

tiveram tamanhos bem pequenos, no entanto, apesar da andlise ter sido feita com a

amostra bastante diluida, as NPs-ZnO ficaram muito aglomeradas, ndo sendo possivel
fazer a contagem do tamanho. Ao que parece, foram formados vérios aglomerados

lembrando o aspecto de cachos de uvas.

Figura 86 - Microscopia Eletronica de Varredura das NPs-ZnO. (a) MEV, com aumento de 100.000X das
NPs-ZnO obtidas na Sintese 6.3 realizada com a bactéria B. megaterium RF1C e o sal precursor de
Zn(NO3)2.6H,0 (0,16 M), pH 8, com 4 mL de caldo de sintese & 32°C por 24 h em agita¢éo de 150 rpm
no shaker. (b) MEV, com aumento de 40.000X das NPs-ZnO obtidas na Sintese 6.3.
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Fonte: Autoria propria.

Na Figura 86a. observou-se que as NPs-ZnO obtidas na Sintese 6.3 (0,16 M)
ficaram bastante aglomeradas, ao que parece algumas particulas fundiram-se umas nas
outras. Este aspecto também néo foi favoravel para efetuar a contagem. Aparentemente

tiveram tamanho abaixo de 100 nm, com morfologia diversa.
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Figura 87- Microscopia Eletrnica de Varredura das NPs-ZnOQ. (a) MEV, com aumento de 100.000X das
NPs-ZnO obtidas na Sintese 6.4 realizada com a bactéria B. megaterium RF1C e o sal precursor de
Zn(NOs3)2.6H,0 (0,32 M), pH 8, com 4 mL de caldo de sintese a 32°C por 24 h em agitacdo de 150 rpm
no shaker. (b) MEV, com aumento de 40.000X das NPs-ZnO obtidas na Sintese 6.4. (c) Histograma
referente ao didmetro das NPs-ZnO obtidas na Sintese 6.4.
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Nas Figuras 87a. e b. tem-se as NPs-ZnO da Sintese 6.4 (0,32 M), observou-se a
obtencéo de morfologias diversas, mas em sua maioria cubica, com tamanho medio de 60
+ 13 nm. E nas Figuras 88a. e b. tem-se as NPs-ZnO da Sintese 6.5 (0,48 M), nas quais
também foi observado a obtencdo de morfologias diversas, em sua maioria cubica, com

tamanho médio de 67 = 10 nm.
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Figura 88 - Microscopia Eletronica de Varredura das NPs-ZnO. (a) MEV, com aumento de 100.000X das
NPs-ZnO obtidas na Sintese 6.5 realizada com a bactéria B. megaterium RF1C e o sal precursor de
Zn(NO3)2.6H20 (0,48 M), pH 8, com 4 mL de caldo de sintese a 32°C por 24 h em agitacdo de 150 rpm
no shaker. (b) MEV, com aumento de 40.000X das NPs-ZnQ obtidas na Sintese 6.5. (c) Histograma
referente ao didmetro das NPs-ZnO obtidas na Sintese 6.5.
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A Tabela 29 mostra o tamanho médio dos grdos obtidos nas Sinteses 6.4 e 6.5.
Observou-se que na Sintese 6.5 o coeficiente de variacao foi de 14%, ou seja, em relacdo
a Sintese 6.4, foi possivel obter uma menor dispersao entre os tamanhos das NPs-ZnO
nas condicdes de sintese realizadas. Isto também pdde ser constatado pelos dados dos

histogramas das Figuras 87c. e 88c.

Tabela 29- Tamanho médio dos gréos, desvio padrdo e coeficiente de variacdo das NPs-ZnO obtidas nas
Sinteses 6.4-6.5.

. Tamanho médio dos graos Desvio padréo Coeficiente de variagédo
Sintese
(nm) (nm) (%)
6.4 (0,32 M) 60 13 22
6.5 (0,48 M) 67 10 14

Fonte: Autoria prépria.

Comparando o tamanho dos cristalitos com o tamanho dos gréos (Tabela 30)
observou-se que 0s grdos obtidos nas Sinteses 6.4 e 6.5 foram maiores do que o0s

cristalitos, assim, foi possivel inferir que os cristais foram policristais, ou seja, que houve
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mais de um cristalito em cada gréo. Contudo, para a confirmacao desta possibilidade seria

necessario a realizacdo da analise de Microscopia Eletrénica de Transmissao.

Tabela 30- Comparagdo do tamanho médio do cristalito com o tamanho do grao das NPs-ZnO obtidas
nas Sinteses 6.4 e 6.5.

Sintese Tamanho médio do cristalito (nm)  Tamanho médio do grédo (nm)
6.4 24 +3 60+ 13
6.5 27+1 67 £10

Fonte: Autoria propria.

E interessante observar que na Sintese 6 (Secdo 5.2.3) nas condi¢des de pH,
temperatura, agitacdo e quantidade de matéria organica, a obtencdo das NPs-ZnO foi
dependente da concentragéo do sal precursor de Zn(NOs)..6H20. Neste estudo, observou-
se que a obtencdo das NPs-ZnO ficou restrita entre as concentraces >0,032 M e <0,64
M. Dado que, nestas concentragdes, minima (0,032 M) e méxima (0,64 M), estudadas
houve poucos picos, e bastante discretos, caracteristicos de cristais de ZnO de estrutura
hexagonal. Em concentracdes menores de sal precursor, normalmente, a formacédo de
cristais menores pode ser favorecida (YUSOF et al, 2019). Assim, possivelmente em
concentra¢fes menores do sal precursor, os cristais ndo atingiram o tamanho critico do
nicleo para crescerem no pH 8 e/ou a matéria organica presente, atuando como
estabilizante, dificultou o crescimento dos graos.

Logo, na Sintese 6 onde a concentracdo do sal precursor de Zn(NO3z)2.6H.0 foi
estudada, observou-se que o0 aumento da concentracdo do sal favoreceu a obtencdo de

cristalitos maiores de NPs-ZnO.
6.4.4 Sintese 7 — Estudo da variacdo do tempo da sintese

Com a finalidade de estudar em qual tempo de sintese as NPs-ZnO foram obtidas
e estudar seu envelhecimento, foi realizada a Sintese 7. As NPs-ZnO foram sintetizadas
variando o tempo de reacdo em 1 h, 6h, 12 h,24 he 72 h.

6.4.4.1 Aspecto visual

As NPs-ZnO foram obtidas usando 4 mL do caldo de sintese da bactéria B.
megaterium RF1C, solucdo do sal de Zn(NO3)2.6H20 na concentragédo de 0,32 M, em pH
8,0 em agitacdo de 150 rpm no shaker a 32°C. O aspecto visual das NPs-ZnO obtidas apds
centrifugacdo foi de um sélido branco, O material obtido nas Sinteses 8.1-8.6, apds 24 h
de sintese, apresentaram aspecto visual de um solido branco, sendo a Figura 68

representativa dos solidos obtidos (Segéo 6.4.1.1, p 134).
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6.4.4.2 UV-vis

Na Figura 89 os espectros de absorcao na regido UV-vis apresentaram uma banda
com 0 maximo de absorcdo em 342 nm para as sinteses realizadasem 1 h, 6 h, 12 h e 24
h e em 350,5 para a sintese feita em 72 h, o que esté de acordo com a formagéo das NPs-
ZnO e em concordancia com as observagdes das sinteses anteriores (Sinteses 4, 5 e 6).

Figura 89- Espectros de absorcéo na regidao UV-vis da Sintese 7 realizada com 4 mL do caldo de sintese
da bactéria B. megaterium RF1C e o sal precursor de Zn(NOs),.6H-0 (0,32 M), pH 8,0 e em diferentes
tempos de sintese (1h, 3 h, 6 h, 12 h, 24 h e 72 h) a 32°C em agitacao orbital de 150 rpm.
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Fonte: Autoria prépria.

Nas andlises de UV-vis nos espectros obtidos observou-se absorcdo de radiacéo
janaprimeira hora de sintese. Como esta analise foi preliminar, pois no estudo de WANG
et al. (2015) foi verificada absorcédo nesta regido pelo e-Zn(OH)a, foi feita analise de DRX
para confirmar a presenca de cristas de ZnO nos tempos de sintese em que foram
estudadas.

KUNDU et al. (2014) em seus estudos onde obtiveram as NPs-ZnO pela via
extracelular usando caldo de sintese da bactéria Rhodococcus pyridinivorans,
observaram que houve formacdo, relativamente lenta, das nanoparticulas nas primeiras
24 h de sintese, que foi verificada através dos baixos valores de absorbancia. No entanto,
nos intervalos de tempo posteriores (48 h, 60 h e 72 h) os autores observaram um aumento

significativo na magnitude da absorbancia, o que poderia indicar uma maior formacéo de


https://www.researchgate.net/profile/Mingsong-Wang-4?_sg%5B0%5D=kyawScCPSG9bBTQrpEcVV97voKWgMLBRR44dKxS85eCRaJOjkczJqENJ4zWeoFsEyr4P9d4.e1uWflyFGaDN5XpXFffF0iImXL6vfQm9U64CKO_yc2Hyhn4IoK0Iwvd4iYHJt0wsLs1vaWEiG2yyjOhsHUfREg&_sg%5B1%5D=QGdTZe2iTxDB9f1qcytD6n00tdOp6_RMKEuawN8W8zWdhDA8AauBPlSb7XA6Z-wvLRt2svs.oyU2T35DZ3QnykzcXk0IrwktV4OPBTJozmSZKZPzsGGE7fAyTWvAiaZsM0iRMEnG8bi-Z5nSUzru2vH3ck54Gw
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NPs-ZnO. Os autores usaram como precursor o sal de sulfato de zinco hidratado a 0,1 M,
mas nao relataram se durante a sintese das NPs-ZnO houve o ajuste de pH. Em seus
estudos a sintese foi mantida em agitacdo a 120 rpm por 72 h e 32°C.

Pela observacao dos espectros de absorcéo na regido do UV-vis da Figura 89, em
72 h de sintese houve um pequeno deslocamento do comprimento de onda absorvido para
a direita, ou seja, para a regido de maior comprimento de onda e de menor energia. Em
72 h a absorc¢éo ocorreu em 350,5 nm, provavelmente neste tempo as NPs-ZnO estavam
maiores, devido ao processo de envelhecimento de Ostwald. Conforme discutido na
Secdo 6.4.2.2 (p. 142), o aumento do comprimento de onda tem a possibilidade de estar
relacionado com fatores fisicos como o aumento do tamanho das NPs-ZnO. O tamanho
dos grdos de ZnO obtidos nas Sinteses 7 foram estudados atraves da técnica de

Microscopia Eletronica de Varredura exposta na Secdo 6.4.4.4 (p. 164).
6.4.4.3 Difragéo de raios-X

Os difratogramas (Figura 90) mostram a formacéo de estrutura cristalina wurtzita
do ZnO logo ap0s a primeira hora de sintese até 72 h, o que estd em conformidade com o
difratograma de referéncia JCPDS-36-1451. A difracdo observada nos picos 31,7°, 34,4°,
36,2°, 47,7°, 56,8°, 62,9°, 66,4°, 68,2° e 69,3° corresponderam aos planos (100), (002),
(101), (102), (110), (103), (200), (112) e (201) da estrutura cristalina hexagonal wurtzita
do ZnO.

Nesta Sintese 7, conforme mostrado na Figura 90, os difratogramas estavam
bastante cristalinos. Foi observado pico caracteristico do e-Zn(OH); apenas ap6s 72 h em
33,2°. Assim, nas 24 h primeiras horas, foram obtidas NPs-ZnO mais puras, sem a
presenca de outra fase cristalina no meio. Logo, pdde-se inferir que a absorcdo no
comprimento de onda em 342 nm na andlise de UV-vis (Se¢do 6.4.4.2, p. 161) na primeira
hora de sintese, foi devido a presenca de NPs-ZnO.

Com base na confirmacgéo da presenca de cristais de ZnO na primeira hora de
sintese, foi possivel sugerir que as condi¢Bes de reacdo da Sintese 7, favoreceram a
obtencdo das NPs-ZnO em menor tempo do que a sintese proposta por KUNDU et al.
(2014) que foi de 72 h.
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Figura 90- Difratogramas da Sintese 7 realizada com 4 mL do caldo de sintese da bactéria B. megaterium
RF1C e o sal precursor de Zn(NO3)2.6H,0 (0,32 M), pH 8,0 e em diferentes tempos de sintese (1h, 6 h,
12 h,24 h e 72 h) a 32°C por 24 h em agitacdo orbital de 150 rpm.
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Fonte: Autoria prépria.

Os tamanhos médios dos cristalitos de ZnO foram calculados usando a equacgéo
de Debye-Scherrer com base na largura-a-meia-altura dos picos fornecidos pelos
difratogramas da Figura 90. Os picos usados bem como os célculos realizados estdo no
Apéndice A. Os tamanhos médios dos cristalitos de ZnO foram 20 + 3 nm, 18 + 3 nm,

21+3nm, 22 +4 nme 21 + 3 nm para o0s tempos de sintese 1 h, 6 h, 12 h, 24 he 72 h,

respectivamente (Tabela 31).

Tabela 31- Tamanho médio e desvio padrdo dos cristalitos das NPs-ZnO obtidas nas Sinteses 7.1-7.5.

Sintese Tamanho médio do cristalito (nm)  Desvio padrao (nm)
7.1(1h) 20 3
7.2(6h) 18 3
7.3(12h) 21 3
7.4 (24 h) 22 4
7.5 (72h) 21 3

Fonte: Autoria propria.

Como pode ser observado na Tabela 32, houve uma uniformidade no tamanho
médio dos cristalitos de ZnO independentemente do tempo de sintese. O coeficiente de
variacdo do tamanho de cristalito entre as sinteses foi de 7%, mostrando uma baixa

dispersdo dos resultados obtidos entre 1 h e 72 h de sintese.



163

Tabela 32- Comparagdo do tamanho médio dos cristalitos das NPs-ZnO obtidas nas Sinteses 7.1-7.5.
Tamanho médio do

Tamanho médio do - . . Coeficiente
. . . cristalito das Sinteses 7.1- Desvio -
Sintese cristalito de cada sintese N de variacéo
(nm) 75 padréo (%)
(nm) °
7.1(1h) 20
7.2 (6h) 18
7.3(12h) 21 20 1 7
7.4 (24 h) 22
7.5(72h) 21

Fonte: Autoria propria.

6.4.4.4 MEV

As Figuras 91 — 95 apresentam as micrografias de MEV, com os histogramas, da

Sintese 7 ap6s 1 h, 6 h, 12 h, 24 h e 72 h, respectivamente.

Figura 91- Microscopia Eletronica de Varredura das NPs-ZnO. (a) MEV, com aumento de 100.000X, das
NPs-ZnO obtidas da Sintese 7.1 ap6s 1 h de sintese realizada com a bactéria B. megaterium RF1C e o sal
precursor de Zn(NO3z)2.6H,0 (0,32 M), pH 8, com 4 mL de caldo de sintese & 32°C em agita¢do de 150
rpm no shaker. (b) ) MEV, com aumento de 40.000X, das NPs-ZnO obtidas da Sintese 7.1. (c)
Histograma referente ao didametro das NPs-ZnO obtidas na Sintese 7.1.

c) i Apos | h de sintese

Nimero de particulas
b
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Fonte: Autoria prépria.
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Figura 92- Microscopia Eletronica de Varredura das NPs-ZnO. (a) MEV, com aumento de 100.000X, das
NPs-ZnO obtidas da Sintese 7.2 ap6s 6 h de sintese realizada com a bactéria B. megaterium RF1C e o sal
precursor de Zn(NO3z)..6H,0 (0,32 M), pH 8, com 4 mL de caldo de sintese & 32°C em agita¢do de 150
rpm no shaker. (b) ) MEV, com aumento de 40.000X, das NPs-ZnO obtidas da Sintese 7.2. (c)

Histograma referente ao diametro das NPs-ZnO obtidas na Sintese 7.2.

= - =

- =~ (o gk

100 nm £

%100,000

c) 50 - Apos 6 h de sintese

w] B

Niimero de particulas

o S s Lt o i o, o s V20! 600 o
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

Diimetro das particulas (nm)

Fonte: Autoria propria.

Figura 93- Microscopia Eletrénica de Varredura das NPs-ZnO. (a) MEV, com aumento de 100.000X, das
NPs-ZnO obtidas da Sintese 7.3 ap6s 12 h de sintese realizada com a bactéria B. megaterium RF1C e o sal
precursor de Zn(NO3z)2.6H,0 (0,32 M), pH 8, com 4 mL de caldo de sintese a 32°C em agitagdo de 150
rpm no shaker. (b) ) MEV, com aumento de 40.000X, das NPs-ZnO obtidas da Sintese 7.3. (c)
Histograma referente ao didmetro das NPs-ZnO obtidas na Sintese 7.3.
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Figura 94- Microscopia Eletronica de Varredura das NPs-ZnO. (a) MEV, com aumento de 100.000X, das
NPs-ZnO obtidas da Sintese 7.4 ap6s 24 h de sintese realizada com a bactéria B. megaterium RF1C e o sal
precursor de Zn(NO3z)2.6H,0 (0,32 M), pH 8, com 4 mL de caldo de sintese & 32°C em agita¢do de 150
rpm no shaker. (b) ) MEV, com aumento de 40.000X, das NPs-ZnO obtidas da Sintese 7.4. (c)
Histograma referente ao diametro das NPs-ZnO obtidas na Sintese 7.4.
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Fonte: Autoria propria.

Figura 95- Microscopia Eletronica de Varredura das NPs-ZnO. (a) MEV, com aumento de 100.000X, das
NPs-ZnO obtidas da Sintese 7.5 ap6s 72 h de sintese realizada com a bactéria B. megaterium RF1C e o sal
precursor de Zn(NO3z)2.6H,0 (0,32 M), pH 8, com 4 mL de caldo de sintese a 32°C em agitagdo de 150
rpm no shaker. (b) ) MEV, com aumento de 40.000X, das NPs-ZnO obtidas da Sintese 7.5. (c)

Histograma referente ao didmetro das NPs-ZnO obtidas na Sintese 7.5.
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Observou-se que as nanoparticulas de ZnO obtidas na Sintese 7 ndo diferiram em
suas morfologias, apresentaram formas diversas, sendo em sua maioria,
aproximadamente, cubicas. As NPs-ZnO, em todas as sinteses (7.1-7.5) apresentaram
superficie bastante irregular. Nos histogramas (Figuras 91.c e 95.c) observou-se a
presenca de particulas maiores (>170 nm) ap6s 1 h e 72 h. Ap6s 72 h de sintese o
aparecimento de gréos p6de ser atribuido ao envelhecimento de Ostwald. Os grdos com
0s menores tamanhos em média foi de 85+ 15 nm; 83+ 17 nm e 82 + 17 nm obtidas apds
6 h, 12 h e 24 h, respectivamente (Tabela 33).

Tabela 33- Tamanho médio dos graos, desvio padréo e coeficiente de variacdo das NPs-ZnO obtidas nas
Sinteses 7.1-7.5.

Sintese Tamanho médio dos gréos Desvio padréo Coeficiente de variacdo
(nm) (nm) (%)

7.1(1h) 102 23 23

7.2(6h) 85 15 18

7.3(12h) 83 17 20

7.4 (24 h) 82 17 20

7.5(72h) 98 24 24

Fonte: Autoria propria.

Comparando os valores dos tamanhos médios dos graos (Tabela 34), obtidos em
cada uma das sinteses, observou-se que a variacdo de tamanho do grdo de ZnO entre as
Sinteses 7.1-7.5 foi baixa (10%) ou seja, a variacdo do tempo de sintese ndo promoveu
alteracdes significativas no tamanho dos grdaos. Contudo, foi possivel verificar que os

grdos maiores foram obtidos em 72 h, conforme esperado.

Tabela 34- Comparagédo do tamanho médio dos gréos de ZnO obtidos nas Sinteses 7.1-7.5.

Tamanho médio dos gréos Tamanho médio dos Desvio Coeficiente
Sintese de cada uma das sinteses  grdos das Sinteses 5.1-5.5 padréo de variacéo
(nm) (nm) (nm) (%)
7.1(h) 102
7.2(6h) 85
7.3(12h) 83 90 9 10
7.4 (24 h) 82
7.5(72h) 98

Fonte: Autoria prépria.

Comparando o tamanho dos cristalitos com o tamanho dos gréos (Tabela 35)
observou-se que os grdos obtidos nas Sinteses 7.1 - 7.5 foram maiores do que os
cristalitos. Assim, foi possivel sugerir que houve formacéo de policristais, ou seja, cristais
contendo mais de um cristalito em cada grdo. Contudo, para a confirmagdo desta
possibilidade seria necessario a realizacdo da analise de Microscopia Eletronica de
Transmissao.
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Tabela 35- Comparacdo do tamanho médio do cristalito com o tamanho do grao obtidos nas Sinteses 7.1-
7.5.

Tamanho médio do cristalito (nm)  Tamanho médio do gréo (nm)

Sintese

7.1(h) 20+3 102 + 23
7.2(6h) 18+3 85+ 15
7.3(12h) 21+3 83 +17
7.4 (24 h) 22+4 82 +17
7.5(72h) 21+3 98 + 24

Fonte: Autoria propria.

Em resumo, observou-se que as NPs-ZnO foram obtidas com 1 h de sintese.
Também foi verificado o processo de envelhecimento de Ostwald das NPs-ZnO no tempo
de 72 h. O tempo 6timo de sintese das NPs-ZnO deste estudo foram entre 6 e 24 h. Nestes
tempos obteve-se NPs-ZnO mais puras, com grdos menores e com menor variagdo de

tamanho.
6.4.4.5 Repetibilidade

A fim de verificar a repetibilidade dos resultados e de avaliar a formagéo das NPs-
ZnO em um tempo menor que 1 h, foi feita uma Segunda Sintese 7 nos tempos de sintese

de 30 minutos, 1 h, 3 h e 6 h. A Figura 96 mostra os difratogramas obtidos.

Figura 96- Difratogramas da Sintese 7 realizada com 4 mL do caldo de sintese da bactéria B. megaterium
RF1C e o sal precursor de Zn(NO3)..6H,0 (0,32 M), pH 8,0 em tempos diferentes de sintese (30 minutos,
1h, 3 he 6 h) a32°C por 24 h em agitagdo de 150 rpm no shaker.
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Fonte: Autoria prdpria.

Analisando os difratogramas obtidos na Figura 96, observou-se que os resultados

foram bastante diferentes dos obtidos na sintese anterior (Secdo 6.4.4.3, p. 162) e (Figura
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90, p. 163). Na Primeira Sintese 7, em 1 h, ja foram obtidas as NPs-ZnO com um
difratograma apresentando boa cristalinidade do material (Figura 90).

Na Segunda Sintese 7, todos os picos dos planos caracteristicos do ZnO foram
aparecer no difratograma, ja bem formados, em 6 h de sintese.

Em 30 minutos e em 1 h de sintese houve a predominancia dos picos
caracteristicos do e-Zn(OH). em 26°, 27°, 33,2° e 59,4°. Em 30 minutos comegaram a
aparecer os picos dos planos (100) e (101) dos cristais de ZnO em 31,02° e 35,6°,
respectivamente.

Na Segunda Sintese 7 em 1 h além dos picos, caracteristicos do ZnO, que
aparecem em 30 minutos, comegam a aparecer no difratograma os picos dos planos (110)
e (102) em 56,8° e 47,4°, respectivamente.

Em 3 h de sintese, todos 0s outros planos caracteristicos do ZnO, (002) (103) (200)
(112) (201), comegaram a ser observados no difratograma, mas ainda havia a presenca
dos picos do &-Zn(OH); bastante acentuados.

Em 6 h o difratograma mostrou a formacdo de estrutura cristalina do ZnO em
conformidade com o difratograma de referéncia JCPDS-36-1451. A difracdo observada
nos picos 31,69°, 34,36°, 36,22°, 47,69°, 56,76°, 62,9°, 66,37°, 68,24° e 69,30°
corresponderam aos planos (100), (002), (101), (102), (110), (103), (200), (112) e (201)
da estrutura cristalina hexagonal wurtzita do ZnO. Ainda foram observados 0s picos
caracteristicos dos planos cristalinos do e-Zn(OH)2 em 33,2° e 59,4°, no entanto, de forma
pouco acentuada. O difratograma com 6 h de sintese apresentou boa cristalinidade.

A Figura 97 mostra as imagens obtidas na microscopia eletronica de varredura.
Foi interessante observar que as imagens estdo em acordo com os difratogramas da Figura
96, em 30 minutos e em 1 h observou-se a presenca de um material lamelar tipico do
hidréxido de zinco. Em 3 h foi possivel perceber a formagdo das NPs-ZnO, onde pequenas
particulas foram se estruturando e ja em 6 h de sintese houve a presenca dos grdos de
Zn0.
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Figura 97- Microscopia Eletronica de Varredura da Segunda Sintese 7 realizada com a bactéria B.
megaterium RF1C e o sal precursor de Zn(NO3),.6H,0 (0,32 M), pH 8, com 4 mL de caldo de sintese a
32°C em agitacéo de 150 rpm no shaker em diferentes tempos: 30 min.; 1 h; 3he 6 h.
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Fonte: Autoria propria.

A Figura 98 mostra o histograma obtido com a distribui¢do de tamanho dos gréos

obtidos na Segunda Sintese 7, ap6s 6 h de sintese.

Figura 98- Histograma da Segunda Sintese 7, apds 6 h de sintese realizada com a bactéria B. megaterium
RF1C e o sal precursor de Zn(NO3)2.6H,0 (0,32 M), pH 8, com 4 mL de caldo de sintese & 32°C em
agitacdo de 150 rpm no shaker.
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Fonte: Autoria prépria.

O tamanho médio das NPs-ZnO foi de 76 £ 15 nm e o coeficiente de variacéo foi
de 19%. Estes valores foram similares aos obtidos na Primeira Sintese 7, ap6s 6 h de

sintese (tamanho médio do grdo 85 + 15 nm e coeficiente de variacdo de 18%).
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Em resumo, com base nos dados obtidos no estudo de repetibilidade da Segunda
Sintese 7, nos tempos de 1 h, 3 h e 6 h, notou-se que o tempo de sintese para a obtengédo
das NPs-ZnO possuiu uma dependéncia da constituicdo do caldo de sintese. Tanto a
Primeira quanto a Segunda Sintese foram realizadas nas mesmas condi¢fes (pH,
temperatura, agitacdo, quantidade do caldo de sintese, concentracdo do sal precursor),
utilizando o mesmo estoque de cultura da bactéria B. megaterium RF1C, sendo apenas
feitas em dias distintos.

A principal diferenga observada entre a Primeira e a Segunda Sintese 7 foi o
tempo de formagdo das NPs-ZnO. Assim, a obtencdo das NPs-ZnO fica vulneréavel as
substancias secretadas e excretadas pela bactéria, que pode sofrer alteracbes em seu
metabolismo, ou ainda fica dependente das concentracdes destas substancias no caldo de
sintese. Contudo, houve repetibilidade tanto na morfologia quanto no tamanho das NPs-
ZnO apos 6 horas de sintese na Primeira e na Segunda Sintese 7.

Diante dos resultados obtidos, realizou-se uma Terceira Sintese 7. A Figura 99

mostra sua caracteriza(;éo.

Figura 99- Caracterizacdo da Terceira Sintese 7 realizada com a bactéria B. megaterium RF1C e o sal
precursor de Zn(NQO3z)2.6H20 (0,32 M), pH 8, com 4 mL de caldo de sintese a 32°C por 24 h em agitacéo
de 150 rpm no shaker. (a) Espectro da analise de UV-vis. (b) Difratograma. (c) Microscopia eletrdnica de
varredura, MEV, com aumento de 40.000X. (d) Microscopia eletrnica de varredura, MEV, com aumento

de 100.000X
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Na Terceira Sintese 7, no espectro de absor¢do na regido do UV-vis foi obtida
uma banda em 345,5 nm (Figura 99a.). No entanto, na analise de difracdo de raios-X
(Figura 99b.), observou-se a presenca de forma mais acentuada dos picos caracteristicos
dos planos cristalinos do e-Zn(OH)2em 33° e 59,1°. Em 31, 4°; 35,86°; 47° e 68°, notou-
se picos largos e bastante discretos caracteristicos dos planos cristalinos (100) (101) (102)
e (112) do ZnO. Na imagem obtida da microscopia eletronica de varredura (Figuras 99c.
e d.), observou-se a presenca predominante de morfologia lamelar e algumas pequenas
particulas que podem ser de ZnO (indicadas pelas setas vermelhas na figura). Estas
Imagens estdo em acordo com os resultados obtidos no difratograma. A absor¢do no
comprimento de onda de 345,5 nm pode ser devido tanto a presenca de pequenas
particulas de ZnO quanto do &-Zn(OH)2 (WANG et al., 2015).

Conforme exposto no paragrafo acima, foi possivel inferir que na Terceira Sintese
7 ndo se obteve as NPs-ZnO com as mesmas caracteristicas em que se obteve na Primeira
e na Segunda Sintese 7. Nas trés sinteses realizadas foram utilizadas as mesmas condicdes
de pH, temperatura, quantidade do caldo de sintese, concentracdo do sal precursor de
Zn(NO3)2.6H20 e velocidade de agitag&o.

Conforme visto tanto nos Controles quanto nos resultados da Sintese 5, onde foi
variada a quantidade do caldo de sintese, a constituicdo do caldo de sintese teve grande
importancia para a obtencdo das NPs-ZnO. Sendo assim, foi possivel sugerir que na
Terceira Sintese 7 pdde ter ocorrido alguma mudanga no metabolismo da bactéria B.
megaterium RF1C fazendo com que ela ndo liberasse para o caldo de sintese, ou liberasse
em quantidade diferente, o(s) composto(s) envolvido(s) na obtencdo das NPs-ZnO.

Estudando ainda a repetibilidade das sinteses, tem-se que as Sinteses 5.2, 6.4 e 7.4
foram realizadas sob as mesmas condi¢fes de sintese: 4 mL do caldo de sintese da
bactéria B. megaterium RF1C, o sal precursor de Zn(NOs)..6H>0 na concentracdo de 0,32
M em pH 8, a temperatura de 32°C por 24 h em agitacdo de 150 rpm no shaker. A Tabela
36 mostra o tamanho médio dos cristalitos e dos grdos obtidos nas Sinteses 5.2; 6.4 e 7.4.

Tabela 36- Comparacéo do tamanho médio dos cristalitos, e dos grdos de ZnO obtidos nas Sinteses 5.2;

6.4 e 7.4 que foram realizadas nas mesmas condic@es e o coeficiente de variacao dos graos.
Tamanho médio do cristalito Tamanho médio do grdo  Coeficiente de variacao

Sintese (nm) (nm) dos gréos (%)
5.2 25+2 68+ 14 20
6.4 24+3 60 + 13 22
7.4 22+4 82+ 17 20

Fonte: Autoria propria.
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Analisando os dados da Tabela 36, notou-se que houve uma proximidade no
tamanho dos cristalitos obtidos nas Sinteses 5.2;6.4e7.4,25+2nm;24+3nme22+4
nm, respectivamente. No entanto, em relacdo do tamanho dos gréos de ZnO, observou-se
que houve similaridade apenas no tamanho médio dos gréos entre as Sinteses 5.2 e 6.4,
sendo 68 £ 14 nm e 60 £13 nm, respectivamente. O tamanho médio dos gréos obtidos na
Sintese 7.4 foi maior, 82 + 17 nm. Os valores do coeficiente de variacdo de cada uma das
trés Sinteses, 5.2, 6.4 e 7.4, foram proximos, 20%; 22% e 20% respectivamente,
mostrando que nas trés sinteses, a distribuicdo do tamanho dos gréos de ZnO foi parecida,

possuem uma média dispersividade.
6.4.5 Sintese 8 — Estudo da variagdo do tipo de matéria organica

Como visto na Sec¢do 1.4.3 (p. 48), a adsorcdo da matéria organica nas faces do
ZnO limita o crescimento do cristal na direcdo da face onde ela foi adsorvida. Assim, a
Sintese 8 teve como finalidade estudar a morfologia das NPs-ZnO variando o tipo de
matéria organica e mantendo os outros parametros da sintese. Ou seja, o volume de 20
mL da solucdo do sal precursor a 0,32M, pH em 8,0 e a velocidade de agitacdo orbital em
150 rpm no shaker a 32°C por 24 h.

Visando estudar o impacto que o teor total de biomoléculas presentes no caldo de
cultivo teria na sintese das NPs-ZnO, mais um tempo de cultivo da bactéria (12 h) foi
estudado. Desta forma, provavelmente a composi¢do das biomoléculas do caldo de
sintese obtido com 12 h de cultivo seria diferente da composicdo do caldo de sintese
obtido com 24 h de cultivo. Assim, a Sintese 8.1 foi feita com o caldo de sintese da
bactéria B. megaterium RF1C com 12 h de cultivo.

As Sinteses 8.2, 8.3, 8.4, 8.5 e 8.6 foram feitas com caldo de sintese da bactéria
B. amyloliquefaciens RFD1C com 24 h de cultivo, biossurfactante Ramnolipideo
comercial 440 mg.mL™, 4cido citrico 0,1 M, L-cysteine hydrochloride monohydrate 0,1M
e 1,3-diaminopropano 0,1 M, respectivamente.

6.4.5.1 Aspecto visual

O material obtido nas Sinteses 8.1-8.6, ap6s 24 h de sintese, apresentaram aspecto
visual de um sélido branco, sendo a Figura 68 representativa dos solidos obtidos (Secéo
6.4.1.1, p. 134).
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6.4.5.2 UV-vis

Na Figura 100 sdo mostradas bandas com maximo de absorcéo entre 344 e 360
nm. Estas bandas largas foram tentativamente atribuidas a absorcao de radiacédo pelo ZnO.
No intuito de verificar esta atribuicdo, ou seja, se houve formacéo de ZnO nas Sinteses 8
foram obtidos difratogramas de raios X.

Figura 100- Espectros de absor¢do na regido UV-vis da Sintese 8 realizada com 4 mL de diferentes fontes
de matérias organicas e o sal precursor de Zn(NQs)2.6H,0 (0,32 M), pH 8,0 a 32°C, 24 h e agitacdo
orbital de 150 rpm.
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Fonte: Autoria propria.

6.4.5.3 Difracdo de raios - X

Na Figura 101, os difratogramas das Sinteses 8.1, 8.2, 8.3 e 8.6 referentes as
sinteses realizadas com caldo de sintese de 12 h da bactéria B. megaterium RF1C, caldo
de sintese de 24 h da bactéria B. amyloliquefaciens RFD1C, biossurfactante
Ramnolipideo e 1,3-diaminopropano, respectivamente, mostraram difracdo nos picos
31,7°, 34,4°, 36,2°, 47,7°, 56,8°, 62,9°, 66,4°, 68,2° e 69,3° que foram atribuidos aos
planos (100), (002), (101), (102), (110), (103), (200), (112) e (201) da estrutura cristalina
hexagonal wurtzita do ZnO (w-ZnO), conforme o difratograma de referéncia JCPDS-36-
1451 do w-ZnO.

Observou-se ainda que a intensidade dos picos, entre as diferentes sinteses, foi

ligeiramente desigual, o que pode conferir cristalitos com formas distintas. Por exemplo,
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o plano (002) na sintese feita com o biossurfactante Ramnolipideo foi mais acentuado
(intensidade relativa de 0,65 u.a.) do que este mesmo plano nos cristalitos obtidos na
sintese feita com o caldo da bactéria B. amyloliquefaciens (intensidade relativa de 0,41
u.a.) sob as mesmas condicfes de sintese, mas feitas com diferentes fontes de matéria
organica.

Foi possivel notar também a presenca de um pico discreto em 33,2° (indicado pela
seta preta na Figura 101) nos difratogramas das sinteses feitas com o caldo de sintese de
12 h da bactéria B. megaterium RF1C, o caldo de sintese de 24 h da bactéria B.
amyloliquefaciens RFD1C e o 1,3-diaminopropano. Conforme discutido nas secgdes
anteriores, este pico, provavelmente, foi devido a presenca de e-Zn(OH), (ICSD#50447).

No difratograma da Sinteses 8. 5, feita com L-cysteine 0,1 M, tem-se a presenca
tanto de picos caracteristicos dos planos cristalinos do w-ZnO (destacados na Figura 101
pelos retdngulos azuis) quanto de picos caracteristicos do e-Zn(OH), (destacados na
Figura 101 pelos retangulos verdes) além de outros picos que nao foram identificados.
Desta forma, nesta sintese a reacdo de policondensacdo, onde ha saida de agua que
favorece a transformagéo do &-Zn(OH). em w-ZnO, foi menos favorecida do que nas
Sinteses 8.1 — 8.4.

Figura 101- Difratogramas da Sintese 8 realizada com 4 mL de diferentes matérias organicas e o sal
precursor de Zn(NOs3)2.6H,0 (0,32 M), pH 8,0 a 32°C, 24 h e agitacdo orbital em 150 rpm.

Referéncia ZnO - JCPDS-36-1451
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Fonte: Autoria prépria.
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No difratograma da Sintese 8.4 feita com &cido citrico 0,1 M, ndo foram notados
0s picos caracteristicos do w-ZnO. Houve a presenca de alguns picos (33,2°, 25,9° e
26,8°) que podem ser devido a presenca de e-Zn(OH)2. Nas condi¢des de sintese
realizadas com o &cido citrico, portanto, a formacao das NPs-ZnO néo foi favorecida.

Provavelmente houve a formacdo de um quelato muito estavel entre o cétion
metalico, Zn?* e o &cido citrico (3 grupos carboxilas) em solucéo aquosa (CHILITI et al.,
2017). Assim, a formacdo deste quelato estavel pode ndo ter favorecido a reacdo de
policondensacdo para a obtengéo do ZnO.

Dos experimentos com o &cido citrico ou com a L-cysteine foi possivel concluir
que ambos ndo atuam como um agente de controle de seletividade e/ou rendimento da
sintese do ZnO, indicando que ha a necessidade de uma maior diversidade de
biomoléculas e/ou presenca de proteinas para se ter maior controle de seletividade na
sintese, justificando assim, o uso dos caldos de cultura apés a proliferacdo bacteriana.

Os tamanhos médios dos cristalitos de ZnO foram calculados a partir da equacgéo
de Debye-Scherrer, com base na largura-a-meia-altura dos picos fornecidos pelos
difratogramas. Os valores obtidos foram de 25+ 4 nm, 22 £ 2 nm, 20 £ 2 nm, 28 £ 3 nm

para as Sinteses 8.1, 8.2, 8.3 e 8.6, respectivamente (Tabela 37).

Tabela 37- Tamanho médio e desvio padrdo dos cristalitos de ZnO obtidos nas Sinteses 8.1-8.3 e 8.6.

. Tamanho meédio do Desvio padréo
Sintese L
cristalito (nm) (nm)
8.1 (Caldo de 12 h B. megaterium RF1C) 25 4
8.2 (Caldo de 24 h B. amyloliquefaciens RFD1C) 22 2
8.3 (Biossurfactante - Ramnolipideo) 20 2
8.6 (1,3-Diaminopropano) 28 3

Fonte: Autoria propria.

Apesar das Sinteses 8.1, 8.2, 83 e 8.6 terem sido feitas com diferentes
composicdes de matérias organicas, observou-se que ndo houve uma variacdo
estatisticamente significativa no tamanho dos cristalitos, como mostrado na Tabela 38. A

variacdo dos tamanhos dos cristalitos entre as sinteses foi de 15%.

Tabela 38- Comparagdo do tamanho médio dos cristalitos das NPs-ZnO obtidas nas Sinteses 8.1-8.3 e

8.6.
Tamanho médio do Coeficiente de
Tamanho médiodo  cristalito das Sinteses 8.1- Desvio "
Sintese cristalito de cada 83086 padréo variagao
sintese (nm) (nm) (%)
(nm)
8.1 25
8.2 22
24 4 15
8.3 20
8.6 28

Fonte: Autoria prépria.
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6.4.5.4 MEV

A Figura 102 ilustra as micrografias obtidas nas analises de MEV das Sinteses
8.1-8.6.

Foi interessante observar que as NPs-ZnO das Figuras 102a., 102b. e 102c.,
obtidas nas Sinteses 8.1-8.3, feitas com o caldo de sintese de 12 h de cultivo da bactéria
B. megaterium RF1C, o caldo de sintese da bactéria B. amyloliquefaciens RFD1C e o
biossurfactante Ramnolipideo, respectivamente, apesar de terem sido sintetizadas com
matéria organica distintas, apresentaram grdos com morfologia (habito cristalino)
heterogénea, destacou-se alguns grdos com forma hexagonal (indicados pelas setas
vermelhas na Figura 102). Contudo, a maioria apresentou habito cubico (indicados pelas
setas verdes na Figura 102). A presenca de heterogeneidade de morfologia em todas as
trés sinteses indica que a matéria organica presente nos meios de sintese age de forma
semelhante no direcionamento do crescimento dos cristalitos. A presenca da fase cubica
indica que houve uma maior homogeneidade nas velocidades de crescimento das faces
cristalinas do que no caso do crescimento dos cristais hexagonais.

Morfologia semelhante as obtidas nas Sinteses 8.1-8.3 foram encontradas no
trabalho de BIRON (2020) onde foi usado o sal precursor de Zn(NOs3)..6H>O para
obtencdo de NPs-ZnO via método Poliol a temperatura de 140°C em sistema de refluxo.

Figura 102- Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV) das NPs-ZnO obtidas nas Sinteses 8 realizada
com o sal precursor de Zn(NOs)..6H,0 (0,32 M), pH 8,0, 32°C, 24 h, 150 rpm no shaker. (a) Sintese 8.1
feita com 4 mL de caldo de sintese de 12 h de cultivo da bactéria B. megaterium RF1C. (b) ) Sintese 8.2
feita com 4 mL de caldo de sintese da bactéria B. amyloliquefaciens RFD1C. (c) Sintese 8.3 feita com 4

mL de biossurfactante Ramnolipideo. (d) Sintese 8.4 feita com 4 mL de &cido citrico 0,1 M. (e) Sintese
8.5 feita com 4 mL de L-cysteine 0,1 M. (f) Sintese 8.6 feita com 4 mL de 1,3-diaminopropano 0,1 M.

100,000 15.0kv L¥D 5 X100, 000 15,0V 14:31:28 x100,000

= 100 nm

Fonte: Autoria prépria.
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A Figura 103 ilustra a estrutura quimica do biossurfactante Ramnolipideo
comercial usado na Sintese 8.3. Nele ha presenca de grupos hidroxilicos livres na parte
glicosidica e de um grupo carboxila livre que possui alta afinidade com o zinco. Assim,
foi possivel sugerir a ancoragem do biossurfactante Ramnolipideo junto ao atomo de
zinco, que possui ligagdo pendente no plano (001), do cristal de ZnO.

Figura 103- Estrutura quimica do biossurfactante Ramnolipideo comercial.

Fonte: Disponivel em: Rhamnolipid - Rhamnolipid - Wikipedia /Acesso: 28 de abr. 2023.

A Figura 102d. se refere a Sintese 8.4 onde a matéria organica usada foi o &cido
citrico 0,1 M. Nesta micrografia pdde-se observar a formacdo de particulas
micrométricas, em oposicdo, ao que foi observado nas Sinteses 8.1 — 8.3 relatadas
anteriormente.

Na Sintese 8.5 (Figura 102e.) onde a matéria organica usada foi o aminoacido L-
cysteine 0,1 M, observou-se uma morfologia um pouco indefinida em relacdo as Figuras
102a.-c. Com base no difratograma desta sintese (Figura 101), foi possivel inferir que ha
presenca tanto de NPs-ZnO quanto de e-Zn(OH)2. No entanto, na Figura 102e. ndo foi
observado nenhum aspecto lamelar caracteristico de hidroxido, além de ocorrer a
presenca de um material com feitio similar a uma teia envolvendo as particulas.

Por fim, na Figura 102f. referente a Sintese 8.6 que foi sintetizada com 1,3-
diaminopropano 0,1 M, observou-se uma morfologia mais distinta em relagdo as demais
sinteses. Os grdos obtidos se assemelharam a prismas (retangulares ou hexagonais). Foi
sugerido por NICHOLAS (2011) que o 1,3-diaminopropano ancora no plano (1010)
favorecendo o crescimento na direcdo do plano (001) conferindo uma morfologia tubular.

A Figura 104 mostra os histogramas obtidos a partir da contagem de tamanho das
NPs-ZnO das Sinteses 8.1-8.3 (caldo de sintese de 12 h de cultivo da bactéria B.
megaterium RF1C, caldo de sintese da bactéria B. amyloliquefaciens RFD1C e

biossurfactante Ramnolipideo, respectivamente).


https://en.wikipedia.org/wiki/Rhamnolipid#/media/File:Rhamnolipid.tif
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Figura 104- Histogramas referentes ao diametro das NPs-ZnO obtidas nas Sinteses 8.1-8.3.

Sintese 8.1 si 82 Sintese 8.3
& Caldo de sintese B. megaterium com 12 h de cultivo S 8.2 X X 60, = ¥ 22 .
Caldo de sinkesé B. anplolignefociens Biosurfactante - Ramnolipideo comercial
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Fonte: Autoria propria.

Observou-se, pela visualizacdo da Figura 104, que todas as trés Sinteses (Sintese
8.1 — 8.3) levaram a uma distribuicdo monomodal de tamanho de particulas. Além disto,
a Sintese 8.2, feita com o caldo de sintese da bactéria B. amyloliquefaciens RFD1C,
favoreceu a obtencdo de NPs-ZnO com uma menor distribui¢do de tamanho, de 20 a 70
nm. Enquanto a Sintese 8.3, feita com o biossurfactante Ramnolipideo, favoreceu a
obtencdo de NPs-ZnO com uma maior distribuicdo de tamanho, de 50 a 130 nm. E
importante ressaltar que a contagem foi feita com todas as particulas, considerando todas
as morfologias.

Na Tabela 39, tem-se os tamanhos médios dos graos de ZnO obtidos nas Sinteses
8.1-8.3. NPs-ZnO com tamanhos menores foram favorecidas na Sintese 8.2 e NPs-ZnO
maiores foram favorecidas na Sintese 8.3. No entanto, a maior heterogeneidade na
distribuicdo de tamanho em relagdo ao tamanho médio do gréo de ZnO, ocorreu na Sintese
8.1, com 23%.

Tabela 39 - Tamanho médio dos graos, desvio padrao e coeficiente de variacdo das NPs-ZnO obtidas nas
Sinteses 8.1-8.3.

Tamanho médio  Desvio padrdo  Coeficiente de

Sinteses dos graos (nm) (nm) variacgéo (%0)
8.1 (B. megaterium RF1C 12 h) 64 15 23
8.2 (B. amyloliquefaciens RFD1C 24 h) 47 8 17
8.3 (Biossurfactante - Ramnolipideo) 86 16 18

Fonte: Autoria propria.

Comparando o tamanho dos cristalitos com o tamanho dos grdos de ZnO (Tabela
40) notou-se que os gréos obtidos nas Sinteses 8.1 — 8.3 foram maiores do que 0s
cristalitos. Isso levou a sugerir que as particulas observadas nas imagens podem ser
policristalinas, ou seja, conttm mais de um cristalito em cada grdo. Contudo, para a
confirmacéo desta possibilidade seria necessario a realizagdo da analise de Microscopia

Eletronica de Transmissao.
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Tabela 40- Comparacdo do tamanho médio dos cristalitos obtidos por difracdo de raios-X com o tamanho
dos gréos de ZnO obtidos por MEV para as Sinteses 8.1-8.3.

Sinteses Tamanho médio do Tamanho médio do gréo
cristalito (nm) (nm)

8.1 (B. megaterium RF1C 12 h) 254 64 + 15

8.2 (B. amyloliquefaciens RFD1C 24 h) 22+2 47+8

8.3 (Biossurfactante - Ramnolipideo) 202 86 + 16

Fonte: Autoria propria.

6.4.5.5 Andlise Termogravimétrica— TG

A fim de verificar a porcentagem de matéria organica nas Sinteses 8.1-8.3 foi feita
a analise termogravimétrica das NPs-ZnO obtidas nestas sinteses (Figura 105).

Pela visualizacdo das curvas termogravimétricas ilustradas nas Figuras 105a-
105c. foi possivel observar que as NPs-ZnO obtidas na Sintese 8.1 (Figura 105.a), feita
com o caldo de sintese com 12 h de cultivo da bactéria B. megaterium RF1C, possuiram
maior teor de matéria organica (16,1%) e que as NPs-ZnO obtidas na Sintese 8.3 (Figura
105c¢.), feita com o biossurfactante comercial Ramnolipideo, possuiram menor teor de
matéria organica (6,3%). As NPs-ZnO da Sintese 8.2 (Figura 105b.), feita com o caldo de
sintese com 24 h de cultivo da bactéria B. amyloliquefaciens RFD1C, apresentaram teor
de matéria organica intermediario (11,3%). A Tabela 41 mostra os percentuais de perda

de agua e de massa decomposta nos intervalos de temperatura.



180

Figura 105 - Curva de TG das Sinteses 8.1-8.3 realizadas com o sal precursor de Zn(NO3),.6H,0 (0,32

M), pH 8, 24 h a 32°C e 150 rpm no shaker, variando o tipo da matéria organica. (a) Caldo de sintese da

bactéria B. megaterium RF1C com 12 h de cultivo. (b) Caldo de sintese da bactéria B. amyloliquefaciens
RFD1C com 24 h de cultivo. (c) Biossurfactante Ramnolipideo comercial.
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Fonte: Autoria prépria.

Tabela 41 - Porcentagem de massa decomposta das NPs-ZnO obtidas nas Sinteses 8.1-8.3 nos respectivos
intervalos de temperatura (°C) e a porcentagem de massa do residuo a 900°C.

Intervalo de temperatura Massa

Evento Amostra °C) (%)

Sintese 8.1 20-135 2,3
1 Sintese 8.2 22 - 143 1,7

Sintese 8.3 21 -134 0,5

Sintese 8.1 135 - 460 16,1
2 Sintese 8.2 143 — 446 11,3

Sintese 8.3 134 -520 6,3
ResidUo Sintese 8.1 81,6

Sintese 8.2 900°C 87,0
(Zn0) ]

Sintese 8.3 93,2

Fonte: Autoria prdpria.

O comportamento térmico das curvas termogravimétricas pode ser devido as
perdas de moléculas de agua, evento 1, e devido a decomposicdo de matéria organica,
evento 2. Tal como ocorrido nas curvas termogravimétricas da Se¢éo 6.4.2.5 (p. 149), foi

observado nas curvas TGs das Figuras 105a.-105c. que ap0s a decomposic¢ao da matéria
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organica, nas temperaturas acima de 500-600°C, as curvas apresentaram um pequeno
crescimento. Conforme discutido na Secdo 6.4.2.5 (p. 149) isto, p6de ser devido a
oxidagdo de compostos inorganicos oriundos de possiveis contaminacdes, tais como, do
proprio sal de zinco utilizado nas sinteses, dos meios de cultura utilizados no cultivo das
bactérias e da dgua utilizada nas lavagens das nanoparticulas. Ou ainda, como houve
acréscimo de massa, foi pertinente inferir que pdde ter havido absorcao de oxigénio para
suprir as vacancias deste elemento na estrutura cristalina do ZnO, no entanto, para uma

completa elucidagdo seriam necessarios aprofundar os estudos.
6.4.6 Resumo das Sinteses 4-8 de NPs-ZnO

A Tabela 42 apresenta um resumo das Sinteses 4-8 feitas com o ajuste de pH,

assim como os Controles 1 e 2.

Tabela 42 — Resumo das Sinteses 4 — 8 de NPs-ZnO com os seus respectivos Controles.

L b - -
b - - - .‘m- — M e o e ey it -::—- n::- - (% ""'._‘:" "‘ln‘ "‘.:."' -t (%
Controic 1 a 27 135
2 03z 24
Controte 2 a LA e 19 250
Sintese 2.2 8 S Bess
Sintese 2.8 g 0 032 24 PR AsTIO 19
e e
Sintese 4.5 10 17
Sintese 5.1 20 P 25
Sintese 5.2 4 S =
Sintese 5.3 L 2 03z 24 Sprmasiesan 31
Sintese 5.8 E 8 ro 134
Sintese 5.5 05 s 128
Sintese 6.2 0052 19
Sintese 6.3 als 20 = o 24 l ! X2 = I
g 4 4 e
Sintese 6.4 03z 4 &0
Sintese &5 048 27 &7
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oz
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&
Sinteze 7.3 = s 032 12 T RgRpny: 21
a3
Sintese 7.8 24 iz
=
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5 4 03z 4 -~ = pon
‘ Iz 43
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A 20 85

Fonte: Autoria propria.

Analisando os resultados dos tamanhos dos cristalitos do ZnO obtidos nas Sinteses

4-8, e nos Controles, observou-se que mesmo diante da variacdo de alguns parametros
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como pH, quantidade de caldo de sintese adicionado, concentracdo do sal precursor,
tempo de sintese e o tipo de matéria organica, ndo houve grandes varia¢fes no tamanho
do cristalito. Como pode ser visto na decima coluna da Tabela 42, dentro do retangulo
em verde, o coeficiente de variagdo dos tamanhos médios dos cristalitos obtidos em cada
sintese foi de 17%. Este resultado mostrou que ndo houve variagdes significativas na
cinética de formacdo dos nucleos. Para isso, seria necessario avaliar por exemplo, a
variacdo de temperatura e agitacdo, parametros que ndo foram avaliados neste trabalho.

O menor cristalito (17 £ 2 nm) foi obtido na Sintese 4.5 com 20 mL do caldo de
sintese de 24 h da bactéria B. megaterium RF1C e 20 mL da solugdo do sal precursor de
Zn(NO3)2.6H20 com o pH ajustado para 10, em agitacdo orbital a 150 rpm por 24 h a
32°C. E o maior cristalito, 31 + 5 nm, foi obtido na Sintese 5.3 onde foram usados 2 mL
do caldo de sintese de 24 h da bactéria B. megaterium RF1C e 20 mL da solucéo do sal
precursor de Zn(NO3)2.6H20, pH 8 e 24 h em agitacéo orbital a 150 rpm e 32°C (Tabela
42).

No entanto, observou-se que houve uma variacao consideravel quanto ao tamanho
dos grdos de ZnO obtidos nas sinteses, como mostrado na Ultima coluna da Tabela 42
dentro do retangulo vermelho. O coeficiente de variagdo dos tamanhos médios dos gréos
de ZnO das sinteses foi de 56%, mostrando que estatisticamente ocorreu uma significativa
variabilidade dos resultados. Este resultado mostrou que as variagdes nos parametros das
sinteses possibilitaram a obtencdo de ZnO com diferentes tamanhos de graos.

O maior tamanho de grdo de ZnO (134 + 25 nm) foi obtido na Sintese 5.4 € 0
menor tamanho de grdo (46 + 10 nm) foi obtido na Sintese 5.1. A diferenca entre estas
duas sinteses foi a quantidade de caldo de sintese da bactéria B. megaterium RF1C
adicionado. Na Sintese 5.4 foi usado apenas 1 mL do caldo e na Sintese 5.1 20 mL. As
demais condi¢cbes foram as mesmas, 20 mL da solucdo do sal precursor de
Zn(NO3)2.6H20 com o pH ajustado para 8, agitacdo orbital a 150 rpm por 24 h a 32°C.
Com base neste resultado foi possivel inferir que a quantidade do caldo de sintese usada
nas sinteses para a obtencéo das NPs-ZnO teve influéncia sobre o tamanho dos grdos de
ZnO.

Ao comparar o tamanho dos gréos de ZnO obtidos na Sintese 5.2 (68 £ 14 nm) e
na Sintese 8.2 (47 + 8 nm) observou-se que grdos menores foram formados na Sintese 8.2.
A diferenga entre estas duas sinteses foi o tipo de caldo de sintese utilizado. Na Sintese
5.2, o caldo de sintese foi proveniente do cultivo de 24 h da bactéeria B. megaterium RF1C
e na Sintese 8.2, o caldo de sintese foi obtido através do cultivo de 24 h da bactéria B.

amyloliquefaciens RFD1C. Os demais parametros de sintese foram 0os mesmos, 20 mL da
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solugéo do sal precursor de Zn(NOs)2.6H2.0 com o pH ajustado para 8, agitacdo orbital a
150 rpm por 24 h a 32°C.

6.4.7 Espectroscopia Raman

A interacdo entre um material solido, neste caso, as NPs-ZnO, com a radiagdo
incidida sobre a amostra durante a analise de Espectroscopia Raman, provoca vibragfes
em toda a rede cristalina do material. Os modos de vibracGes, que podem ser longitudinais
ou transversais, em relacdo a direcdo de propagacdo da radiacédo incidida, se propagam
em todo o material constituindo muitas vibracdes de energias similares que ocupam uma
banda de energia do material. Cada material possui uma largura de banda caracteristica o
que permite identificar e analisar sua estrutura (SMITH; DENT, 2005).

Vale ressaltar que as técnicas de Espectroscopia no Infravermelho e de Raman séo
complementares, auxiliam na compreensdo sobre a constituicdo do material. A principal
diferenca entre elas é que a Espectroscopia no Infravermelho fornece informacges sobre
as mudancas no momento de dipolo das moléculas, enquanto a espectroscopia Raman
depende das mudancas na polarizagdo das moléculas. Os espectros de infravermelho séo
obtidos através da absorcéo de luz e os espectros de Raman através da dispersdo de luz
(MELO, 2012).

A espectroscopia Raman foi realizada a fim de detectar as vibragdes que
constituem a amostra. Nesta técnica foi analisada apenas as NPs-ZnO obtidas na Sintese
5.2. A Tabela 43 mostra a comparacdo dos modos ativos de Raman obtidos na analise
para as NPs-ZnO da Sintese 5.2 com os valores de referéncia obtidos no estudo de
AURANGZEB (2010). A Figura 106 mostra o espectro obtido.

Tabela 43- Comparagdo dos modos ativos Raman obtidos das NPs-ZnO da Sintese 5.2 com os valores de
referéncia obtidos no estudo de AURANGZEB (2010).

Pico Valores de referéncia Sintese 5.2
(cm™) (cm™)

E2 (LOW) 101 -

Al (TO) 380 379,7

E1(TO) 407 -

E2 (High) 437 435,5

Al (LO) 574 572,5

El (LO) 583 584,7

Fonte: Autoria propria.

Os picos observados em 379,7 cm™?, 435,5 cm™, 572,5 cm™ e 584,7 cm™ (Tabela
43 e Figura 106) foram atribuidos aos modos ativos Raman do ZnO com estrutura

cristalina hexagonal do tipo wurtzita. Este resultado corroborou com o obtido na anéalise


https://1library.org/article/espectroscopia-no-infravermelho-e-raman.yevpm37z
https://1library.org/article/espectroscopia-no-infravermelho-e-raman.yevpm37z
https://1library.org/article/espectroscopia-no-infravermelho-e-raman.yevpm37z
https://1library.org/article/espectroscopia-no-infravermelho-e-raman.yevpm37z
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de DRX. Observou-se que os valores obtidos na anélise de Raman estdo proximos aos
valores de referéncia.

Na Figura 106 notou-se um pico em 435,5 cm™* que foi atribuido ao modo ativo
E> (High) do Raman, que é um modo caracteristico do ZnO e est associado aos anions
de oxigénio. A alta intensidade deste pico sugeriu que as NPs-ZnO possuem boa
cristalinidade (AURANGZEB, 2010; MUNOZ, 2018).

O pico em 379, 7 cm™* foi atribuido ao modo dptico transversal A1(TO) e os picos

em 572,5 cm ™ e 584,7 cm™ aos modos A1(LO) e E1(LO), respectivamente.

Figura 106 — Espectro Raman das NPs-ZnO obtidas na Sintese 5.2.

435,5 E2 (High)
572,5 A1 (LO)
584,7 E1(LO)

379,7 A1(TO)

Intensidade (u.a.)

T T T T T T T
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Fonte: Autoria propria.

A estrutura cristalina wurtzita pertence ao grupo espacial C46v com duas unidades
de férmula por célula primitiva. Assim, de acordo com a teoria de grupos, a estrutura
possui oito conjuntos de fonons dpticos: 1A1(TO) + 1A1(LO) + 2B1 + 1E1(TO) + 1E1(LO)
+ 2E». Os modos B1 n&o s&o ativos no Raman (OZGUR et al., 2005). Na analise das NPs-
ZnO foram observados os picos referentes aos fonons E> (High), A(TO), A1(LO) e
E1(LO) (Figura 106).

Os modos A: e E; representam modos ativos e possuem vibragdes que se formam
tanto ao longo da direcdo de propagacdo da radiacdo (longitudinais - LO) quanto
formando um angulo reto com a direcdo de propagacgéo (transversais - TO) (SMITH;
DENT, 2005). Os modos E1(TO) e A1(TO) refletem as ligacOes polares da rede cristalina.
O modo E: reflete as ligacbes ndo polares e possui duas frequéncias, uma alta (E> High)
associada ao oxigénio e uma baixa (E2 Low) associada ao zinco na rede cristalina
(SMITH; DENT, 2005; MUNOZ, 2018).

A Figura 107 ilustra os tipos de vibragdes associadas a cada modo Raman.
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Figura 107 - Representacdo dos modos de vibragdes dos fonons no ZnO. As setas maiores representam o
deslocamento dominante. Al, E1, B1(high) e E2(high) sdo associados aos deslocamentos do oxigénio e
B1(low) e E2(high) sdo associados aos deslocamentos de zinco. A2 e E1 sdo modos polares, Bl e E2 sdo

ndo — polares (MUNOZ, 2018).

oe o 3 -9 °- ~®
A, B,(low) B,(high) E; E.(low) E,(high)

Fonte: MUNOZ (2018).

6.4.8 Composicédo Elementar das NPs-ZnO

A fim de caracterizar a composi¢do elementar das NPs-ZnO foram feitas as
analises de EDS (Figura 108) e Andlise Elementar (CHNS). Para a realizagdo destas
andlises as NPs-ZnO obtidas na Sintese 5.2 foram selecionadas. A analise foi feita em trés
regibes distintas da amostra, a Figura 108 mostra o espectro obtida em uma regido. Os
espectros das outras duas regides estdo no Apéndice E.

Figura 108 - Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS) das NPs-ZnO obtidas na Sintese 5.2 realizada

com 4 mL de caldo de sintese da bactéria B. megaterium RF1C e o sal precursor de Zn(NO3)2.6H20 (0,32
M), pH 8, 32°C, 24 h a 150 rpm no shake.
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Fonte: Autoria propria.

O espectro de EDS indicou a presenca de um pico acentuado de Zn em
aproximadamente 1 keV e outros dois picos menos acentuados em aproximadamente 8,5
e 9,5 keV. Estes picos séo caracteristicos das transicdes eletrénicas do Zn. O segundo
pico mais acentuado em ~0,5 keV é caracteristico da presenca de O.

Além do aparecimento dos elementos Zn e O, também foram detectadas em
porcentagens menores, os elementos Fe (0,23%), N (1,81%) e CI (0,3%) e em uma
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porcentagem consideravel o C (15,58%). O carbono, o ferro e o nitrogénio,
provavelmente, provém de compostos organicos, como cofatores e proteinas, do caldo de
sintese da bactéria B. megaterium RF1C, da d&gua e do meio de cultura usados nas sinteses
das NPs-ZnO.

A Tabela 44 mostra a porcentagem atdmica dos elementos presentes nas NPs-ZnO
obtidas na Sintese 5.2. Constatou-se que o coeficiente de varia¢do para os elementos Zn,
O e C apresentou baixa dispersdo, indicando que a amostra analisada tinha boa
homogeneidade. Foi possivel notar que a propor¢do atdmica de Zn e O néo foi 1:1, o que
era esperado, pois além do ZnO ndo ter uma proporcdo estequiométrica de 1:1, o O

também constitui a matéria organica.

Tabela 44- EDS, % atdomica dos elementos nas NPs-ZnO obtidas na Sintese 5.2.

Regido 1 Regido 2 Regido 3 % . Coeficiente

Elemento % Erro % Erro % Erro  Atomica Desvlo de variacéo
Atdmica (%) Atomica (%) Atdmica (%)  média padréo (%)

Zn 38,34 942 35,76 9,37 33,46 859 3585 2,44 6,81
0] 46,94 2,78 48,91 3,01 46,4 2,87 47,42 1,08 2,27
C 14,27 0,89 15,12 0,97 17,66 1,08 15,68 1,76 11,25
Cl 0,29 0,09 0,22 0,08 0,38 0,09 0,3 0,08 26,74
Fe 0,16 0,14 - - 0,29 0,18 0,23 - -
N - - - - 1,81 0,24 1,81 - -

Fonte: Autoria prépria.

A Tabela 45 mostra a porcentagem de C, H e N, obtidas na analise elementar,

presentes nas NPs-ZnO da Sintese 5.2. O teor de S foi zero e por isso ndo consta na tabela.

Tabela 45 - Anélise Elementar das NPs-ZnO da Sintese 5.2, porcentagem dos elementos N, C e H.
NPs-ZnO da Sintese 5.2

Elemento Andlise1  Analise 2 Anélise 3 Média Desvio padréo c(j:eoxe/zfilaeln;?)
(% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m) (%om/m) (%) ¢

N 0,391636 0,394774 0,40936 0,398590 0,009458 2,3729

C 1,723481 1,747104 1,717004  1,729196 0,015843 0,9162

H 1,146015 1,188317 1,300777 1,211703 0,079987 6,6012

Fonte: Autoria propria.

A analise elementar estd em acordo com a anélise de EDS indicando a presenca
de C e N na amostra, além da presenca de H que pdde ser detectada nesta técnica. Estes
resultados juntamente com os resultados de TG (Secéo 6.4.2.5 p.149) e de FT-IR (Secdo
6.4.9 p. 188) sugerem a presenca de matéria organica nas NPs-ZnO.

A Tabela 46 traz a porcentagem m/m obtidas na analise de EDS. Foi possivel
observar que tanto a porcentagem de C (5,70 % m/m) quanto a porcentagem de N (0,79
% m/m) apresentaram valores superiores aos obtidos na analise elementar 1,72 % m/m e

cerca de 0,40 % m/m de C e N, respectivamente.
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Tabela 46 - EDS, %m/m de C e N presente nas NPs-ZnO obtidas na Sintese 5.2.

. L x . ficient
Regido 1 Regiéo 2 Regiao 3 % m/m Desvio Coe |c'|en~e
Elemento (o ~ de variacéo
% m/m % m/m % m/m media padréo (%)
0
C 4,97 5,49 6,63 5,70 0,85 14,90
N - - 0.79 0,79 - -

Fonte: Autoria propria.

Devido ao caldo de sintese da bactéria B. megaterium RF1C usado na sintese das
NPs-ZnO ser rico em proteinas e devido ao teor consideravel de matéria organica presente
nas NPs-ZnO (14,2%). Considerando as proteinas como fonte de N, a porcentagem m/m
de N (0,79%) encontrada na analise de EDS, e (~0,40%) na andlise elementar

considerando os erros, estava abaixo do valor calculado (2,27%)°.
6.4.9 FT-IR

A fim de estudar os grupos funcionais presentes nas NPs-ZnO foram realizadas as
analises de FT-IR das NPs-ZnO obtidas nas Sinteses 5.2, 8.2 e 8.3 e do ZnO obtido no
Controle 1. Como pode ser observado na Figura 109, os espectros obtidos foram bastante
parecidos, podendo sugerir que a ligacdo entre os grupos funcionais e a superficie das
NPs-ZnO foi bastante similar.

A partir dos espectros obtidos (Figura 109) foi possivel sugerir tanto a presenca
de carboxilato quanto de hidrogeno carbonato de zinco na superficie do material.

Para a possivel presenca de carboxilatos, as bandas de absor¢do em 3370 cm™
podem ser atribuidas ao estiramento da ligagdo (O-H). Em 1047 cm™ pode ser atribuido
a vibracao angular das ligagdes (CCH) e (CHs, CH2) podendo ainda ser devido a vibracao
angular (N-H) nas Sinteses 5.2 e 8.2 ou ao estiramento da ligacdo (C-O-C) (KUMAR;
SAHARE, 2012). Em 831 cm™ a vibracdo angular (C-H) de aromaéticos e a vibragdo
angular das ligacdes (CHs, CH,). E ainda, a banda de absor¢do em 709 cm™ pode ser
atribuida a vibragdo angular da ligagdo (COO") (ZELENAK et al., 2007).

6 Considerando que as proteinas apresentam uma porcentagem de nitrogénio quase constante, cerca de 16%
(CECCHI, 2013) e como o teor de matéria organica presente na Sintese 5.2 foi de 14,2%, assumindo esta
porcentagem oriunda de proteinas, foi feita uma regra de trés simples para encontrar o valor de 2,27%.
Regra de trés: (14,2%*16%)/100.
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Figura 109 — Espectros de FT-IR das NPs-ZnO obtidas nas Sinteses 5.2, 8.2 e 8.3 e do ZnO obtido no

Controle 1.
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Fonte: Autoria prépria.

As bandas em 1504 e 1391 cm™ podem ser atribuidas as vibracbes de estiramento

assimétrico e simétrico da ligacdo (COQ"), respectivamente (KUMAR; SAHARE, 2012).

Estas bandas sugerem a presenca de carboxilatos ligados na superficie das NPs-ZnO.

Os carboxilatos possuem um comportamento de coordenacao versatil, podem se
ligar de diferentes modos ao zinco (Figura 110). A analise de infravermelho pode elucidar
0 modo de ligacdo do carboxilato através da diferenca entre o estiramento assimétrico e

0 simétrico obtidos no espectro, A = v.s(COO-) — vi{(COO-). Este critério foi aplicado para

atribuir o tipo de coordenacio do carboxilato presente nas NPs-ZnO (ZELEN"AK et al.,

2007; NAKAMOTO, 1986).

Figura 110- Representacdo dos diferentes tipos de coordenacdo do carboxilato com o zinco.
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Fonte: Modificado de ZELENAK et al. (2007).
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A diferenca entre a vibragdo do estiramento assimétrico (1504 cm™) e a vibracio
do estiramento simétrico (1391 cm™), A = 113, indicou a coordenagdo quelante (Figura
110) do carboxilato com a superficie das NPs-ZnO (ZELENAK et al., 2007).

A presenca de carboxilatos nas NPs-ZnO da Sinteses 5.2 é bastante pertinente,
pois conforme j& foi abordado, ha uma alta estabilidade na ligacdo entre os ions
carboxilatos e o zinco e como foi visto na analise por CG-EM ha presenca de grupos
carboxilas no caldo de sintese da bactéria B. megaterium RF1C. Possivelmente, ha
presenca destes grupos no caldo de sintese da bactéria B. amyloliquefaciens RFD1C
usado na Sintese 8.2. Também pode ser visto a presenca de carboxilas na estrutura do
biossurfactante Ramnolipideo usado na Sintese 8.3. E possivel inferir, que devido a alta
afinidade do zinco com o carboxilato, a coordenacdo do tipo quelante ocorre no plano
(001) do cristal de ZnO, onde o zinco possui ligagdes pendentes.

No entanto, no espectro de FT-IR do Controle 1 (Figura 109) ndo era esperada a
presenca de carboxilatos. Contudo, conforme mostrado na Sec¢do 6.2.1 (p. 115) hd uma
porcentagem de carbono e de hidrogénio nas particulas de ZnO do Controle 1 e como
discutido na andlise de CG-EM do caldo de sintese da bactéria B. megaterium RF1C, foi
verificada a presenca de ftalatos que possivelmente séo provenientes de contaminagéo
por contato com material plastico com o caldo. Ora, a agua deionizada usada na sintese
do Controle 1 fica armazenada em um tambor plastico. Apesar da baixa solubilidade do
ftalato em agua, como a afinidade dos carboxilatos com o zinco é alta e como a técnica
de FT-IR também ¢ bastante sensivel, é provavel a formac&o de carboxilatos, oriundos de
ftalatos, na superficie das particulas de ZnO conforme visto no espectro da Figura 1009.
No entanto, para elucidar esta possibilidade seria necessario mais estudo.

Devido a presenca de CO: dissolvido na agua, a outra possibilidade é a presenca
de hidrogeno carbonato de zinco na superficie das nanoparticulas de ZnO. Na Figura 111
é possivel perceber a semelhanca das bandas obtidas no espectro do hidrogeno carbonato

de zinco, a esquerda, com as bandas obtidas nos espectros das NPs-ZnO, a direita.
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Figura 111- Espectros de FT-IR do hidrogeno carbonato de zinco, Zns(OH)e(COs),, a esquerda e das
NPs-ZnO obtidas nas Sinteses 5.2, 8.2 ¢ 8.3 e do ZnO obtido no Controle 1, a direita.
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Fonte: Modificado de STOILOVA et. al. (2001).

Para a possivel presenca de hidrogeno carbonato, é plausivel atribuir as bandas de
absorcdo em 1504 e 1391 cm™ as vibracdes de estiramento do carbonato (COs%) e em
831 e 709 cm™ as suas vibragGes angulares, fora do plano e no plano, respectivamente
(STOILOVA et. al., 2001).

6.4.10 RMN sdlido

Para ajudar a elucidar a matéria organica presente nas NPs-ZnO foram realizadas
as analises de RMN sélido de 3C das NPs-ZnO. A Figura 112 mostra 0s espectros de
RMN de *C das NPs-ZnO obtidas nas Sinteses 5.2, 8.2 e 8.3 e das particulas de ZnO do
Controle 1.

Nos espectros foram observados sinais na regido entre 164,02 e 169,02 ppm nas
quatro sinteses (Sinteses 5.2, 8.2 e 8.3 e Controle 1). Esta regido é caracteristica de sinais
mais desblindados, de carbonos ligados a &tomos eletronegativos como o oxigénio dos
carbonos carbonilicos (C=0) e carboxilicos (RCO:R"). Este resultado estd em
concordancia com os espectros de FT-IR discutidos na se¢do anterior (Se¢éo 6.4.9 p. 188),
onde ha possibilidade da presenca de carboxilatos fazendo coordenacdo do tipo quelante
com a superficie das NPs-ZnO.

Com excecdo do espectro do Controle 1, também foi possivel observar sinais em
20,64 e 26,03 nos espectros das Sinteses 5.2, 8.2 e 8.3. Estes sinais sdo caracteristicos de
carbonos de grupos R-CHs, R-CH»-, RR"-CH-, etc. que ndo estdo ligados diretamente a
atomos eletronegativos.

Na Secdo 6.4.9 (p. 188) foi sugerida a presenca de carboxilatos (provenientes de
alguma contaminagéo com ftalatos, por exemplo), e ndo de carbonatos, na superficie das

particulas e ZnO do Controle 1. Na regido entre 164,02 e 169,02 ppm também ¢é possivel
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a presenca de carbonos aromaticos. No entanto, ndo foi observada a presenca de sinais
nas regides de menor energia no espectro. Seriam necessarios mais estudos para elucidar
a superficie das particulas de ZnO do Controle 1.

Vale ressaltar, conforme foi mencionado na Secdo 6.4.9 (p.188), que ha a
possibilidade de ter formado hidrogeno carbonato de zinco na superficie das NPs-ZnO.
Contudo, para aprofundar o estudo seria pertinente realizar analise de RMN solido do
hidrogeno carbonato de zinco para comparar com 0s espectros obtidos das NPs-ZnO
(Figura 112).

Figura 112 — Espectros de RMN 3C das NPs-ZnO obtidas nas Sinteses 5.2, 8.2 e 8.3 e das particulas e
ZnO do Controle 1.
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Fonte: Autoria prépria.
6.4.11 Rendimento da Sintese de NPs-ZnO

Para calcular o rendimento da Sintese 5.2, feita em triplicata, foi usada a equacao

7, apresentada na Secdo 4.2.7 (p. 67). A Tabela 47 apresenta os resultados obtidos.

Tabela 47 — Rendimento da Sintese 5.2 de NPs-ZnO.

) Massa de ZnO obtida no _ Rendimento Desvio  Coeficiente
Sintese final da sintese Rendimento médio padrao de
5.2 (%) (%) (%) variagao

(@) (%)
1 0,584 95,8
2 0,549 89,1 93,3 3,6 3,9
3 0,579 94,9

Fonte: Autoria prépria.
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Os rendimentos das NPs-ZnO obtidos pelas Sinteses 5.2 foram altos (Tabela 47).
O coeficiente de variacdo entre as trés sinteses (3,9%) indicou que houve pouca
variabilidade entre os rendimentos obtidos.

A sintese proposta neste trabalho proporcionou um rendimento superior ao obtido
no estudo de KROL et al. (2018), onde foi obtido um rendimento de 85% de NPs-ZnO
pela via intracelular. Os autores usaram a bactéria Lactobacilo paracasei, isolada de
produtos lacteos e o sal nitrato de zinco a 3 mM como precursor na sintese das NPs-ZnO

que foi realizada a temperatura ambiente (26 °C) em agitacdo magnética por 10 dias.
6.4.12 Teste Antimicrobiano

Conforme visto na Secdo 1.3.2 (p. 41) devido a atividade antimicrobiana do 6xido
de zinco, as NPs-ZnO tém sido estudas nas areas de farmacia, medicina, dentre outras.
Assim, a fim de verificar a atividade antimicrobiana das NPs-ZnO sintetizadas neste
estudo foi feito o teste do pogco com as NPs-ZnO obtidas nas Sinteses 5.2, 5.5, 8.2, 8.3 e
com o Controle 1 para verificar a concentracdo inibitdria de NPs-ZnO capaz de inibir o
crescimento das cepas de Escherichia colli ATCC25922 e Staphylococus aureus
ATCC25923.

Nas Sinteses 5.2, 8.2 e 8.3 as NPs-ZnO apresentaram morfologia e tamanhos
similares, diferiram no tipo e no teor de matéria organica presente nas NPs-ZnO. Na
Sintese 5.5 as NPs-ZnO apresentaram tamanho maior.

A Tabela 48 mostra um resumo das condicGes de sintese usadas no Controle 1 e
nas Sinteses 5.2, 5.5, 8.2, 8.3 com os respectivos tamanhos de NPs-ZnO obtidos, assim

como o teor de matéria organica.
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Tabela 48- Condicdes de sintese do Controle 1 e das Sinteses 5.2, 5.5, 8.2 e 8.3 com 0s respectivos
tamanhos de NPs-ZnO obtidos e o teor de matéria organica.
Tamanho do Teor de
NPs-ZnO Condicdes de sintese gréo das NPs- matéria
ZnO (nm) organica (%)

4 mL de 4gua deionizada esterilizada com 20 mL de

Controle N
1 solucdo do sal Zn(NOs),.6H,0 a 0,32 M, pH 8,0 e 24 136 + 26 -
h em agitacdo de 150 rpm no shaker a 32°C.
S 4 mL do caldo de sintese B. megaterium RF1C e 20
intese B
59 mL de solucéo do Zn(NO3),.6H.0 a 0,32 M, pH 8,0 e 68 +14 14,2
24 h em agitacdo de 150 rpm no shaker a 32°C.
Si 0,5 mL do caldo de sintese B. megaterium RF1C e 20
intese i
55 mL de solucéo do Zn(NO3),.6H,0 a 0,32 M, pH 8,0 e 128 + 27 51

24 h em agitac¢do de 150 rpm no shaker a 32°C.

4 mL do caldo de sintese B. amyloliquefaciens
Sintese RFD1C e 20 mL de solugdo do Zn(NOs),.6H,0 a 0,32

N 47 +8 11,3
8.2 M, pH 8,0 e 24 h em agitacio de 150 rpm no shaker a

32°C.
Sintese 4 mL de biossurfactante Ramnolipideo a 440 mg/mL

e 20 mL de solugéo do Zn(NOs),.6H,0 a 0,32 M, pH 86+ 16 6,3
8,0 e 24 h em agitag8o de 150 rpm no shaker a 32°C.

8.3

Fonte: Autoria prépria.

A Tabela 49 apresenta os resultados obtidos do teste antimicrobiano. As placas

contendo 0s 96 pocos, onde os testes foram feitos, estdo no Apéndice B.

Tabela 49 — Valores de concentragdo minima inibitéria (MIC) das NPs-ZnO obtidas no Controle 1 e nas
Sinteses 5.2, 5.5, 8.2, 8.3 para as cepas de E. coli e S. aureus.

Concentragdo minima inibitéria (ug mL™)

NPs-Zn0 E.coli ATCC25922 . aureus ATCC25923
Controle 1 600 150
Sintese 5.2 600 150
Sintese 5.5 600 75
Sintese 8.2 600 150
Sintese 8.3 300 75

Fonte: Autoria prépria.

Para a inibigdo do crescimento da bactéria E. coli ATCC25922 foram necessarios
600 pug mL* das NPs-ZnO obtidas no Controle 1 e nas Sinteses 5.2, 5.5, 8.2 e de 300 pg
mL* das NPs-ZnO obtidas na Sintese 8.3. Sem levar em considerac&o o teor e o tipo de
matéria organica presente nas NPs-ZnO, os resultados dos ensaios mostraram que 0s
diferentes tamanhos de grdos das NPs-ZnO ndo tiveram influéncia sobre a atividade
antimicrobiana contra a bactéria E. coli neste estudo.

Como mostrado na Tabela 49, tanto 0 menor quanto o maior tamanho das NP-

ZnO testados, Sintese 8.2 (47 = 8 nm) e Controle 1 (136 + 26 nm) respectivamente,
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tiveram o0 mesmo resultado para a cepa de E. coli, ou seja, para as NPs-ZnO com tamanhos
diferentes foi necessaria a mesma concentracdo de NP para promover a inibicdo do
crescimento das bactérias.

As particulas de ZnO do Controle 1 ndo tinham matéria organica na sua
superficie. Assim, apesar de terem um tamanho maior, as particulas de ZnO ndo possuem
uma barreira difusional que poderia dificultar a acdo antimicrobiana do ZnO que, de
acordo com a literatura, pode se dar por meio da geracdo de jons Zn?* e de espécies
reativas de oxigénio (EROs) (PADMAVATHY; VIJAYARAGHAVAN, 2008;
BRAYNER et al., 2006; RAGO et al., 2014 e COTTON et al., 2019).

Na Sintese 8.2, apesar de ser a sintese onde 0os menores tamanhos de NPs-ZnO
foram obtidos, o que poderia favorecer a entrada das NPs-ZNO na membrana celular
induzindo um aumento das EROs e consequentemente provocando reacfes oxidativas
que levam a morte das células, ela possui um teor de 11,3% de matéria organica na
superficie. A matéria organica na superficie das NPs-ZnO poderia dificultar a difusdo dos
fons Zn?** e das EROs diminuindo sua acdo antimicrobiana. No entanto, para maior
elucidacdo da acdo antimicrobiana outros estudos seriam necessarios para se chegar a
uma conclusdo mais certa. Por exemplo, seria pertinente calcinar a 500°C as NPs-ZnO,
para decompor toda a matéria organica e realizar novamente o teste antimicrobiano.

Neste estudo, a Sintese 8.3, feita com o biossurfactante Ramnolipideo, apresentou
o melhor resultado antimicrobiano contra a bactéria E. coli ATCC25922 (300 pug mL™?).
Em comparacdo com a Sintese 8.2, a Sintese 8.3 forneceu NPs-ZnO com tamanhos um
pouco maiores (86 + 16 nm), mas com um menor teor de matéria organica (6,3%), o que
poderia facilitar a difusdo dos ions Zn?* e das EROs favorecendo o desempenho da ag&o
antimicrobiana das NPs-ZnO obtidas nesta sintese. Em rela¢do ao Controle 1, que ndo
possui barreira difusional, a Sintese 8.3 teria como vantagem o menor tamanho que
facilitaria a entrada das NPs-ZnO nas células.

Além das vantagens das NPs-ZnO obtidas na Sintese 8.3, expostas no paragrafo
anterior, estudos na literatura vém destacando a atividade antimicrobiana do
biossurfactante Ramnolipideo usado nesta sintese (ITOH et al., 1971; SOTIROVA et al.,
2008; SABARINATHAN et al., 2021). Estruturalmente, os Ramnolipideos s&o
glicolipideos constituidos por uma parte hidrofilica, moléculas de ramnose, e por uma
parte hidrofdbica ligada a cadeias de acido B-hidroxi-decanoico. (BERTUSO, 2022).
Sendo assim, esta propriedade dos Ramnolipideos também pode ter contribuido para a
obtencgéo de um melhor resultado na agdo antimicrobiana das NPs-ZnO obtidas na Sintese
8.3.
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Também foi feito um teste para avaliar a propriedade bactericida das NPs-ZnO.
Passadas as 24 h de incubacdo da E. coli ATCC25922 foram inoculados em placas
contendo o meio de cultura s6lido, Agar Nutriente, o conteddo dos pocos das fileiras
onde, visualmente, ndo houve crescimento microbiano. As NPs-ZnO sintetizadas na
Sintese 5.2 foram as Unicas a matar as bactérias E. coli na concentracéo de 2.400 pug mL"
!, As NPs-ZnO obtidas na Sintese 5.5 na concentracio de 2.400 pug mL™ quase eliminaram
as bactérias E. coli ATCC25922 houve o crescimento de apenas 3 col6nias na placa
(Figura 113).

Figura 113 - Crescimento da cepa de E. coli ATCC25922 em placa contendo Agar Nutriente ap6s 24 de
inoculagdo na presenca de NPs-ZnO.

Sintese 5.2

Fonte: Autori pr()pri.

Para a inibi¢do do crescimento da bactéria S. aureus ATCC25923 (Gram-positiva)
foram necessarios 150 pg mL* das NPs-ZnO obtidas no Controle 1 e nas Sinteses 5.2,
8.2 e 75 ug mL das NPs-ZnO obtidas nas Sinteses 5.5 e 8.3, ou seja, uma quantidade
bastante inferior do que a necessaria para inibir o crescimento da cepa de E. coli
ATCC25922 (Gram-negativa). Este resultado permitiu sugerir que as células Gram-
negativas da bactéria E. coli ATCC25922, possuem maior resisténcia as NPs-ZnO,
obtidas neste estudo, do que as células Gram-positivas da bactéria S. aureus ATCC25923.
Possivelmente, esta resisténcia pode ser atribuida as diferengas entre as paredes celulares
das duas bactérias e as suas interagdes com as NPs-ZnO.

YUSOF et al. (2020) sintetizaram NPs-ZnO pela via bioldgica usando cepa de
Lactobacillus plantarum e obtiveram NPs-ZnO com tamanho de 192 nm para particulas
com morfologia irregular (MI) e 291 nm para particulas com forma semelhante a flor
(MF). A fim de avaliar da atividade antimicrobiana das NPs-ZnO, os autores usaram 0
método de difusdo de disco.

Para a atividade bacteriostatica contra E. coli foi necessaria uma concentracdo de
625 ug mL? das NPs-ZnO MI e 2500 pg mL? das NPs-ZnO MF. E para a atividade
bacteriostatica contra cepa de S. aureus foi necessaria uma concentracdo de 312,5 ug mL-
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! das NPs-ZnO Ml e 1250 pug mL? das NPs-ZnO MF. Apesar da diferenca de tamanho
das NPs-ZnO obtidas neste trabalho para as obtidas no estudo de YUSOF e seus
colaboradores, a concentracdo de NPs-ZnO necessaria para inibir o crescimento de
células de E. coli foi bastante similar, 600 pg mL™. Ja a concentracdo de NPs-ZnO,
obtidas neste trabalho, necessarias para inibir o crescimento das células de S. aureus,
foram menores em relacdo as NPs-ZnO sintetizadas no estudo de Yusof et al. (2020).

No presente trabalho, houve a tentativa de realizar o teste antimicrobiano usando
0 método de difusdo de disco, no entanto, as NPs-ZnO ficaram impregnadas no papel.
Como ndo houve a difusdo das NPs-ZnO para 0 meio este método ndo se mostrou
adequado para a avalicdo da acdo antimicrobiana em nosso estudo. Na literatura a maioria
dos estudos encontrados usaram o método de difusito (MOGHADDAM et al., 2017;
BALRAJ et al., 2017) o que dificulta a comparacao.

Nenhuma das NPs-ZnO estudadas apresentaram atividade bactericida contra a
cepa de S. aureus ATCC25923.

6.4.13 Estabilidade das NPs-ZnO

As NPs-ZnO em agua formam um sistema coloidal sol, onde a fase solida dispersa
sdo as NPs-ZnO e a fase de dispersdo liquida é a dgua. Um dos pontos criticos da
estabilidade neste sistema coloidal séo as diferentes interacGes entre as fases dispersa e a
de dispersdo. Com o passar do tempo, o sistema coloidal, pode permanecer estavel devido
a afinidade entre a superficie da particula e do solvente, ou desestabilizar resultando na
agregacdo das particulas com formacdo de unidades maiores que podem se separar da
fase de disperséo e sedimentarem (JUNIOR; VARANDA, 1999).

As interacdes entre as particulas dependem da quantidade de particulas dispersas
no sistema coloidal e da distancia de separacdo entre elas. As particulas coloidais
adquirem cargas elétricas na superficie, quando expostas ao contato com um solvente
polar, devido a dissociacdo de grupos da superficie e adsor¢do, ou dissolu¢do, de ions da
superficie (JUNIOR; VARANDA, 1999).

Em nosso estudo, onde pode haver presenca de matéria organica na superficie das
NPs-ZnO, as cargas na superficie das NPs-ZnO possivelmente podem ser atribuidas a
protonacdo/desprotonacdo das moléculas que interagem com os planos cristalograficos
do ZnO.

O valor de pH influencia muito o comportamento coloidal, pois afeta a carga
superficial das interfaces. Assim, a fim de verificar a estabilidade das Sinteses 5.2, 8.2 e
8.3, as curvas de potencial zeta foram construidas em fungéo do pH.
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As duas principais forgas que devem ser consideradas quando existe interagéo
entre particula-particula séo a de van der Waals e a de repulséo eletrostatica. Assim, com
base nestas interacGes, o potencial zeta é calculado, de forma indireta, em funcéo da
mobilidade eletroforética (EM) (SANTQOS, 2021).

A EM é arazdo entre a velocidade com que as particulas carregadas se movem no
sistema coloidal e o campo elétrico aplicado para provocar a movimentacao das particulas
através da diferenca de potencial. Quanto maior a magnitude do valor do potencial zeta,
maior sera a repulsdo eletrostatica entre as particulas que tenderdo a ficar dispersas no
sistema coloidal. Ao contrério, quanto menor a magnitude do valor do potencial zeta,
menor a repulsdo entre as particulas que tenderdo a se aglomerarem (SANTQOS, 2021).

De acordo com a literatura, o sistema coloidal possui boa estabilidade quando os
valores de potencial zeta estdo acima de 30 mV ou abaixo de -30 mV, sendo considerado
um sistema de excelente estabilidade quando os valores estédo acima de 60 mV e abaixo
de -60 mV. E considerado instavel, as particulas se agregam rapidamente, quando 0s
valores estdo entre -5 mV e 5 mV. Quando os valores de potencial zeta estdo por volta de
+20 mV aestabilidade € considerada de curto prazo (AL-ALAWY etal., 2018; HONARY
etal., 2013).

A Figura 114 mostra a curva de potencial zeta e a mobilidade eletroforética em

funcdo do pH para as Sinteses 5.2, 8.2 e 8.3.
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Figura 114- Potencial zeta e mobilidade eletroforética das NPs-ZnO dispersas em meio aquoso na
presenca do eletrélito NaCl 10 M. (a) NPs-ZnO obtidas na Sintese 5.2. (b) NPs-ZnO obtidas na Sintese
8.2. (¢) NPs-ZnO obtidas na Sintese 8.3.
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Fonte: Autoria propria.

Em geral as trés sinteses apresentarem boa estabilidade. Lembrando que a
diferenca entre as Sinteses 5.2, 8.2 e 8.3 foi a matéria organica utilizada. A Sintese 5.2 foi
feita com o caldo de sintese da bactéria B. megaterium RF1C, a Sintese 8.2 com o caldo
de sintese da bactéria B. amyloliquefaciens RFD1C e a Sintese 8.3 com o biossurfactante
Ramnolipideo comercial. A Tabela 50 mostra os potenciais zeta, nos respectivos valores
de pH, das Sinteses 5.2, 8.2 e 8.3.

Tabela 50- Potencial zeta (mV) nos respectivos valores de pH das Sinteses 5.2, 8.2 € 8.3.

Sintese 5.2 Sintese 8.2 Sintese 8.3

oH Potencial zeta pH Potencial zeta pH Potencial zeta
(mV) (mV) (mV)

11,8 -30,03 11,8 -38,60 11,8 -36,60

10,1 -51,63 10,2 -66,13 10,1 -61,57

8,2 -42,77 8,0 -44,16 8,1 -54,30

6,1 -43,43 6,3 -39,13 6,2 -44.77

4.4 -32,00 4,3 -34,30 4,1 -35,13

2,1 -9,30 2,2 -1,89 2,2 -8,91

Fonte: Autoria propria.
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Para as NPs-ZnO obtidas na Sintese 5.2 o potencial zeta foi de aproximadamente
-30 mV em pH ~4 e pH ~12 (Tabela 50). A estabilidade aumentou no pH 8 e 6 onde os
valores foram proximos de -40 mV. O pH em que as NPs-ZnO tiveram maior estabilidade
foi o pH 10, com potencial zeta em torno de -52 mV. Estes resultados indicaram que as
NPs-ZnO estdo fortemente carregadas e sugerem que a matéria organica presente na
superficie das NPs-ZnO proporcionou sistemas coloidais estaveis em uma ampla faixa de
pH (4 — 12). As NPs-ZnO apresentaram baixa estabilidade no pH 2 (potencial zeta -10
mV), sugerindo uma superficie, com pouca carga, que favoreceu a aglomeracéo das NPs-
ZnO. Os ions Zn?* sdo sollveis em pH &cido, isso possivelmente contribuiu para a
instabilidade das NPs-ZnO neste pH (POURBAIX, 1974).

Na Sintese 8.2 os resultados foram melhores, entre os pH 4 — 8 e no pH 12 onde
os valores de potencial zeta ficarem entre -35 mV e — 45 mV indicando que nestes pH o
sistema coloidal apresentou uma estabilidade muito boa. A estabilidade aumenta no pH
10, onde o valor do potencial zeta foi de -66 mV. O sistema coloidal constituido com as
NPs-ZnO também apresentou instabilidade no pH 2 (aproximadamente -2 mV) (Tabela
50).

Na Sintese 8.3 os resultados foram semelhantes aos obtidos na Sintese 8.2. O
sistema coloidal das NPs-ZnO apresentou estabilidade muito boa na faixa de pH 4 — 8 e
pH 12 onde o potencial zeta variou de -35 mV a -54 mV. Também no pH 10 o sistema
atingiu um potencial zeta de -62 mV indicando que a estabilidade neste pH foi excelente.
No entanto, tal como ocorreu nas Sinteses 5.2 e 8.2, no pH 2 o sistema apresentou
instabilidade (Tabela 50).

E interessante notar que nas trés sinteses o sistema coloidal apresentou
estabilidade excelente no pH 10 indicando que neste pH a superficie das NPs-ZnO estdo
mais fortemente carregadas o que impede a sua sedimentacao.

E plausivel inferir que a presenca da matéria organica na superficie das NPs-ZnO
tenha atribuido a alta estabilidade das NPs-ZnO nos valores de pH mais alcalinos (10 e
12), pois em valores de pH acima de 10 a corrosdo/deterioracdo do ZnO € favorecida
(PORBAIX, 1974).

Em nenhum sistema coloidal, formado pelas NPs-ZnO das trés sinteses
distintamente, foi possivel observar o ponto isoelétrico (Pig), pois em nenhuma delas a
medida do potencial zeta chegou a zero. O Pie equivale ao potencial eletrocinético no
plano de cisalhamento e é obtido quando o potencial zeta se iguala a zero, neste ponto a
suspensdo, ou o coloide, atinge sua instabilidade maxima (SANTQOS, 2021). Pelo

comportamento das curvas, foi possivel sugerir que o Pie poderia ser encontrado em
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sistemas com pH abaixo de 2, sendo mais provavel de ser atingido na Sintese 8.2, por ser
a curva gue mais se aproximou de zero.

Para melhor compreensdo da discussdo, a Figura 115 mostra o0 esquema da
distribuicdo de cargas na vizinhanga de uma particula carregada e 0s respectivos
potenciais associados a dupla camada elétrica na interface sélido-liquido (JUNIOR;
VARANDA, 1999).

Figura 115- Esquema da distribuicao de cargas na vizinhanca de uma particula carregada e os respectivos
potenciais associados a dupla camada elétrica na interface sélido-liquido.
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Fonte: JUNIOR; VARANDA (1999).

Além do potencial zeta também foram feitas as medidas, em pH neutro, do
didametro hidrodinamico (Z-Average) e do indice de polidispersividade (PDI) das NPs-
ZnO obtidas nas Sinteses 5.2, 8.2 e 8.3 (Tabela 51).
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Tabela 51- Valores de didmetro hidrodindmico (Z-Average) e indice de polidispersividade (PDI) para as
NPs-ZnO obtidas nas Sinteses 5.2, 8.2 e 8.3.

Sintese 5.2 Sintese 8.2 Sintese 8.3
Z-Average PDI Z-Average PDI Z-Average PDI
(nm) (nm) (nm)
5194 1,000 951,0 0,872 5441 1,000
4972 0,732 640,9 0,631 2222 1,000
2152 1,000 655,8 0,600 4911 1,000

Fonte: Autoria propria.

O indice de polidispersividade (PDI) mede a heterogeneidade de uma amostra
com base no seu tamanho. Um valor de PDI alto pode indicar que a dispersdo contém
grandes particulas ou aglomerados. Pela literatura, uma dispersdo € considerada
monodispersa quando o PDI é menor do que 0,05 e polidispersa quando o PDI esta acima
de 0,7 (MUDALIGE et al., 2019).

Como pdde ser observado na Tabela 51, para as trés sinteses analisadas (5.2, 8.2
e 8.3) os PDIs foram altos, podendo considerar que as dispersdes em meio aquoso nas
trés sinteses sdo polidispersas. Assim, em 4agua as NPs-ZnO possuem alta
heterogeneidade de tamanho.

Pbde ser observado que as NPs-ZnO ao se dispersarem em agua passavam a ter
um comportamento um pouco gelatinoso. O gel € um coloide onde a interacdo das
particulas muito finas com o solvente aumenta a viscosidade do sistema tornando-se uma
massa com particulas organizadas no meio de dispersdo (JUNIOR; VARANDA, 1999).
Pode ser que esta caracteristica das dispersdes de NPs-ZnO obtidas neste estudo tenha
contribuido para a obtencdo dos altos valores de PDI e da grande variacdo no diametro

hidrodinamico (Z-Average) das NPs-ZnO em meio aquoso.



202

7.  CONCLUSAO

Através do caldo de sintese da bactéria, Bacillus megaterium RF1C foi possivel
obter as NPs-ZnO pela via extracelular usando condi¢fes de sintese sustentaveis em
relacdo a temperatura (32°C) e ao pH (8,0).

O caldo de sintese da bactéria B. megaterium RF1C apresentou composicao rica
em proteinas.

As variagdes dos parametros de sintese como pH, quantidade de caldo de sintese,
concentracdo do sal precursor de Zn(NOs3)2.6H20, tempo de sintese e tipo de matéria
organica, ndo provocou variacao significativa no tamanho dos cristalitos. No entanto, a
quantidade de caldo de sintese influencia no tamanho de gréo do ZnO.

Em pH acima de 8, a morfologia das NPs-ZnO teve perda da definicao.

O tempo de sintese dependeu da composi¢do da matéria organica. Apés 6 h de
sintese as NPs-ZnO ja estavam formadas.

O estudo do tempo sugeriu que o mecanismo de sintese das NPs-ZnO passa pela
formagao intermediaria do €-Zn(OH)..

A variagdo do tipo de matéria organica na sintese tambem néo favoreceu grandes
diferencas na morfologia que foi predominantemente cubica, com excecéo da sintese feita
com o 1,3-diaminopropano que forneceu as NPs-ZnO com morfologia semelhante a um
prisma.

A sintese feita com 4 mL do caldo de sintese usando 20 mL da solu¢do do sal
precursor Zn(NOz)2.6H20 a 0,32 M apresentou um o6timo rendimento (93,3%). Além
disso, as NPs-ZnO apresentaram excelente estabilidade em dispersao aquosa.

As NPs-ZnO sintetizadas apresentaram atividade antimicrobiana, bacteriostatica,
contra as cepas Gram-positivas (S. aureus - ATCC25923) e Gram-negativas (E. coli -
ATCC25922). A sintese feita com o biossurfactante Ramnolipideo apresentou melhor
resultado de atividade bioldgica contra E. coli (ATCC25922).

A repetibilidade das sinteses, assim como o tempo de obtencdo das NPs-ZnO,
dependeu da composicao do caldo de sintese, a qual ficou vulneravel ao metabolismo das
bactérias.

A andlise de FT-IR indicou que a presenca de carboxilatos na superficie das NPs-

ZnO com coordenacéo do tipo quelante.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Estudar a obtencdo das NPs-ZnO em larga escala através da rota proposta neste
trabalho — caldo de sintese da bactéria B. megaterium RF1C, Zn(NO3)2 a 0,32 M,
pH 8,0, a32°C por 24 h em agitacdo orbital com velocidade de 150 rpm no shaker.

Aprofundar o estudo da atividade antimicrobiana, verificando também a
influéncia da matéria organica. Realizando, por exemplo, a calcina¢do das NPs-
ZnQO para fazer um estudo sobre a influéncia da barreira difusional que a matéria

organica causa.

Calcinar as sinteses que nado tiveram ajuste de pH para verificar se havera a

formacéo dos planos cristalinos de ZnO.

Fazer uma extracdo das NPs-ZnO a fim de remover a matéria orgéanica e realizar
anélise de CG-EM do material extraido para ajudar na elucidacdo da matéria
organica envolvida na sintese das NPs-ZnO.
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APENDICE A — Célculos para determinar os tamanhos dos cristalitos

Célculos do tamanho médio dos cristalitos, a partir dos picos obtidos nas analises de

DRX, usando a equacéo de Debye-Scherrer.

D = diametro da particula.

Controles1e 2

CONTROLE 1
Parametros Célculos
K A hil Posicao do pico FWHM D D médio D padrao
20 (°) B () (nm) (nm) (nm)
100 31,8118 0,30102  28,966449
0002 34,4513 026809  32,638507
101 36,3133 029909  29,506352
0.95 015406 122 47,5875 0,339 27,034204 273 29
56,6109 0,36627  26,003921
103 62,8312 037774  26,012733
112 67,9056 0,40161 25,171917
201 69,0105 0,4373 23,269674
CONTROLE 2
Parametros Calculos
K A hl Posicéo do pico FWHM D D médio D padréo
20 () B (nm) (nm) (nm)
100 31,5458 0,38045  22,90377111
0002 34,29785 0,35405  24,78688435
101 36,2417 0,39332  22,43274807
0.95 015406 102 47,3931 057317 1597738605 . 45
110 56,3765 0,5043  18,86574449
103 62,65725 0,61866  15,86810071
112 66,09475 0,84011  11,90808664
201 68,3762 065332 15516761
Sintese 4 — Estudo da variacdo do pH
pH 8,0
Parametros Calculos
K A hl Posicao do pico FWHM D D médio D padrao
20 (°) B () (nm) (nm) (nm)
100 31,8862 031427  27,750329
0002 34,5257 032195  27,275048
101 36,3468 0,32945  26,789805
102 47,621 036164 25345031
095 015406 4, 56,6444 038468 24763326 2> 2.1
103 62,8851 040469 24287416
112 67,9595 0,40054 25,24716
201 69,1258 047983  21,221842
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pH 9,0
Parametros Calculos
K A hl Posicao do pico FWHM D D médio D padréao
20 (°) B () (nm) (nm) (nm)
100 31,7505 042166  20,675788
101 36,2724 042961  20,539611
102 47,567 052753  17,371282
0,95 0,15406 110 56,57 0,44933 21,192946 19,0 1,8
103 62,913 056941  17,264077
112 67,9874 0,55268  18,300205
201 69,0105 058361  17,436007
pH 10,0
Parametros Calculos
K N hl Posicao do pico FWHM D D médio D padréo
20 () B (nm) (nm) (nm)
100 31,8453 047633  18,307071
101 36,3263 048719  18,114869
102 47,5596 065168  14,061521
0,95 0,15406 110 56,6444 0,4854 19,624962 17,3 17
103 62,8851 058042  16,934073
112 67,9595 0,59911 16,8792
201 69,0849 060401  16,854645

Sintese 5 —Estudos da variacdo da quantidade de caldo de sintese da

bactéria B. megaterium RF1C

20 mL de caldo de sintese da bactéria B. megaterium RF1C

Parametros Calculos
K A hl Posicao do pico FWHM D D médio D padréo
20 (°) B (nm) (nm) (nm)
100 31,8862 0,31427 27,750329
0002 34,5257 0,32195 27,275048
101 36,3468 0,32945 26,789805
102 47,621 0,36164 25,345031
0,95 0,15406 25,3 2.1
110 56,6444 0,38468 24,763326
103 62,8851 0,40469 24287416
112 67,9595 0,40054 25,24716
201 69,1258 0,47983 21,221842
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4 mL de caldo de sintese da bactéria B. megaterium RF1C

Parametros Calculos
K A hl Posicao do pico FWHM D D médio D padréao
20 (°) B () (nm) (nm) (nm)
100 31,7914 0,33471 26,04953
0002 34,4513 031393  27,966209
101 36,2724 0,3355 26,30111
095 015406 102 47,5466 0,39087 23,44297 246 21
110 56,5905 0,37406 25459935
103 62,8516 043181  22,757969
112 67,8646 0,44964 22,47767
201 69,0514 0,4485 22,69415
2 mL de caldo de sintese da bactéria B. megaterium RF1C
Parametros Calculos
K N hl Posicao do pico FWHM D D médio D padréo
20 () B (nm) (nm) (nm)
100 31,73 0,25567  34,097505
0002 34,39 021762  40,336262
101 36,211 0,25083 35,173126
oo oo | U om mame
103 62,7698 0,35078  28,002841
112 67,8237 0,38504  26,181359
201 68,9695 040435 25159705
1 mL de caldo de sintese da bactéria B. megaterium RF1C
Parametros Calculos
K A hl Posicao do pico FWHM D D médio D padréo
20 (9 B () (nm) (nm) (nm)
100 31,7914 027327  31,906313
0002 34,4513 0,21502 40,83077
101 36,2724 0,27752 31,795987
005 015406 102 47,5261 0,37985  24,121184 20,1 5.6
110 56,57 0,36009 26,445128
103 62,8107 0,38549 25486981
112 67,9056 038336 26,370236
201 69,0514 0,39882 25521103
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0,5 mL de caldo de sintese da bactéria B. megaterium RF1C

Parametros Calculos
K A hl Posicao do pico FWHM D D médio D padréao
200 B (nm) (nm) (nm)
100 31,7914 0,34325 25,401422
0002 34,4718 0,25437 34,516331
101 36,3133 0,3326 26,533538
102
095 015406 |, 47,567 0,41491 22,08641 25.2 14
0 56,5905 0,40681 23,410298
103 62,8925 0,43055 22,82955
112 67,0874 0,46224 21,880749
201 69,1128 0,48865 20,837165

Sintese 6 — Estudo da variacdo da concentracdo do sal precursor -

Zn(NOs)2.6H.0

Concentracéo do sal precursor - Zn(NOz)2.6H20 - 0,064 M

Parametros Calculos
K A hl Posicéo do pico FWHM D D médio D padréo

20 () B () (nm) (nm) (nm)

100 31,5663 054168  16,087321

0002 34,2467 0,7489 11,716636

101 36,0882 057341  15,380601

095 0,15406 102 47,3624 043174  21,208788 18,9 4,7

110 56,3449 0,38288  24,844832

103 62,6879 049395  19,877636

112 67,7214 0,438 23,055656

Concentracao do sal precursor - Zn(NO3)2.6H20 - 0,16 M
Parametros Calculos
K A hl Posicao do pico FWHM D D médio D padréo

20 () B () (nm) (nm) (nm)

100 31,6891 0,35444 24593233

0002 34,349 0,3389 25,898513

101 36,1701 0,40245 21,91936

0,95 0,15406 102 47,4443 0,49112 18,650341 20,4 3,4

110 56,4882 0,48523 19,617444

103 62,7698 056123  17,502337

112 67,8442 057232  17,657341
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Concentracao do sal precursor - Zn(NOz)2.6H20 - 0,32 M

Parametros Calculos
K A hl Posicao do pico FWHM D D médio D padréao
20 (°) B () (nm) (nm) (nm)
100 31,8118 0,37997  22,947813
0002 34,4718 0,31067  28,261239
101 36,3133 0,3777 23,365249
0,95 0,15406 102 47,567 0,46475 19,717854 23,6 2,6
110 56,6109 042313 22509527
103 62,913 0,41081 23,92916
112 67,9669 041106  24,602096
Concentracao do sal precursor - Zn(NO3)2.6H20 - 0,48 M
Parametros Calculos
K N hl Posicao do pico FWHM D D médio D padréo
20 () B (nm) (nm) (nm)
100 31,7505 031727  27,478654
0002 34,4104 0,30515  28,767692
101 36,2519 0,31886 27,672036
095 0,15406 102 47,5056 0,36147 25345701 27,0 11
110 56,5495 035733  26,646825
103 62,7698 0,3806 25,808819
112 67,8851 037842  26,711263
201 69,0309 0,37278  27,300482
Sintese 7 —Estudo da variacéo do tempo de sintese
Tempo de sintese - 1 h
Parametros Calculos
K A hl Posicao do pico FWHM D D médio D padréo
20 (9 B () (nm) (nm) (nm)
100 31,6891 0,38188  22,826086
0002 34,3286 0,3638 24,124583
101 36,1496 040388  21,840475
0,95 0,15406 102 47,4238 052365  17,490376 19,5 3,0
110 56,4472 048763 19517141
103 62,7084 056456  17,393418
112 67,8237 060283  16,761664
201 68,99 0,6284 16,191243
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Tempo de sintese - 6 h

Parametros Célculos
K A hl Posicao do pico FWHM D D médio D padréao
20 (°) B () (nm) (nm) (nm)
100 31,7709 041179  21,172428
0002 34,4309 0,39503  22,223496
101 36,2724 043263  20,396233
095 0,15406 102 47,5056 057719 15872954 183 2,9
110 56,5086 050686  18,782076
103 62,8107 057158  17,189154
112 67,8646 059668  16,938492
201 69,0105 074427  13,672227
Tempo de sintese - 12 h
Parametros Célculos
K A hl Posicéo do pico FWHM D D médio D padréo
20 () B (nm) (nm) (nm)
100 31,6481 035792  24,351646
0002 34,2877 034167 25684305
101 36,1292 039125  22,544202
095 0,15406 102 47,3829 049495  18,501668 20,8 31
110 56,4063 0,4487 21,206422
103 62,7084 055113  17,817263
112 67,7419 054095  18,670098
201 68,8877 0,5807 17,510493
Tempo de sintese - 24 h
Parémetros Célculos
K A hl Posicéo do pico FWHM D D médio D padréo
20 () B () (nm) (nm) (nm)
100 31,6277 0,34727  25,097191
0002 34,2877 032619  26,903205
101 36,1292 0,36475  24,182094
095 0,15406 102 47,3829 0,48289 18,96374 21,9 3,6
110 56,4268 0,45518 20,90653
103 62,647 051338  19,121167
112 67,7623 054759  18,445912
201 68,8877 0,60028  16,939334
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Tempo de sintese - 72 h

Parametros Calculos
K A hl Posicao do pico FWHM D D médio D padréao

20 (°) B () (nm) (nm) (nm)
100 31,6686 0,37485 23,25299
0002 34,3286 0,35597  24,655233
101 36,1496 0,38819 22723231

0,95 0,15406 102 47,4033 0,49605 18,462083 21,0 2,6
110 56,4677 046276  20,568022
103 62,7493 053003  18,530583
112 67,7623 054667  18,476955
201 68,9082 0,55985 18,16485

Sintese 8 — Estudo da variacdo do tipo de matéria organica
Caldo de sintese da bactéria B. megaterium RF1C com 12 h de cultivo
Parametros Calculos
K A hl Posicéo do pico FWHM D D médio D padréo

20 () B (nm) (nm) (nm)
100 31,72 029751  29,301513
0002 34,38 029441  29,814682
101 36,2 029876  29,529383

0,95 0,15406 102 47,48 0,39228 23352733 25,4 3,6
110 56,52 0,3774 25,226264
103 62,76 042876  22,908676
112 67,84 0,44857 22,528034
201 68,96 049187  20,681781

Caldo de sintese da bactéria B. amiloliquefaciens RFD1C com 24 h de cultivo

Parametros Calculos
K A hl Posicéo do pico FWHM D D médio D padréo
20 () B () (nm) (nm) (nm)
100 31,72 0,33278  26,195964
0002 34,34 041642  21,076781
101 36,2 037293  23,656446
095 0,15406 102 47,48 043165  21,222773 21,9 2,3
110 56,48 0,40441 23,53702
103 62,74 0,49955 19,660252
112 67,8 0,4944 20,43493
201 68,92 051535  19,734763
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Biossurfactante - Ramnolipideo

Parametros Calculos
K A hl Posicao do pico FWHM D D médio D padréao

20 (°) B () (nm) (nm) (nm)

100 31,74 037734  23,103634

0002 34,38 025325  34,660377

101 36,24 037308  23,649634

0,95 0,15406 102 47,52 0,5341 17,154498 20,3 2,3

110 56,54 044962  21,176294

103 62,84 0,49176 19,98233

112 67,9 052096  19,404486

201 69,02 0,56632 17,96936

1,3-Diaminopropano
Parametros Calculos
K A hl Posicao do pico FWHM D D médio D padréo

20 () B (nm) (nm) (nm)

100 31,6816 028936  30,123941

0002 34,3416 0,2569 34,164387

101 36,1626 0,30517 28,906045

0,95 0,15406 102 47,4368 0,32623 28,07618 28,3 3,0

110 56,5216 0,38763 24,560698

103 62,7214 0,37841 25,9515

112 67,8163 0,38348 26,348167

201 69,003 0,38254  26,599494
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APENDICE B - Placas dos testes antimicrobianos com as NPs-ZnO

Teste antimicrobiano — foto das placas com os 96 pogos de cada uma das analises.

e E.coli- ATCC25922

Sintese 5.2 Sintese 5.5 . Sintese 8.2

Fonte: Autoria propria.

e S. aureus - ATCC25923

Sintese 5.5 Sintese 8.2

Fonte: Autoria prépria.
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APENDICE C - EDS do Controle 1
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APENDICE D - EDS do residuo de TG da Sintese 5.2
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APENDICE E - EDS da Sintese 5.2
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(d)

Apigenin (moringa oleifera,

ANEXO A - Fitoquimicos ativos de extratos de plantas
Phenolics

(b)

Ellagic acid (thyme, rambutan)
(d)

(e)
OH
@, on
HO\Q;OJ:\\\

om0 gy
y O‘O
o 3 | on HO
OH H
Epicatechin (green tea)

Punicalin (pomegranate)

®

Mangostin (mangosteen)

OoH
/@MO
o
A Rosmarinic acid
Emodin (Aloe vera) (rosemary, basil)
Flavonoids
o b on
() i hy
o 18] O
C -
OH ©

i :OH

on
on
Aloe vera, rambutan)

Gallocatechol (green tea) Mangiferin (mango)
04, 0H
o on
o1l OH O
Gallic acid (desert dill) Ferulic acid (desert dill) Querectin (desert dill)
Vitamins
(a) 0 COH (b) no-
= zZ =z 0
X -
H,N A NN mo 9]
Folic acid (cowplant) Ascorbic acid (broccoli)
| S
Fonte: WELDEGEBRIEAL, 2020
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o
Alkaloids o
(@) 0 (b) ) € wo HO}‘%’;OH
"
A Sng 2Oz H:C NH HO 1y o¥Y o
H2C 8 HN o
CH 4 HO' Bu &—OH
o)
o HO OH
Allicin (garlic) 0 HOO‘ o
3 o
i Carpaine (papava) HC
Terpenoids
(TR QA Y ;
(a) (b) CH, o) a-Tomatine (tomato)
CH; o [o) )l\ ©
OH CH4 (d) CH,
HC7 Y
o) CH 4 0
H3C CH R
: ( Pﬁ:ﬁﬁ'\'?.n He™ o
Carvacrol (thyme) PeiyTn)

Nimbi n Eucalyptol
© abin (Accm) (eucalyptus leaves)
¢ .

Glycosides
CH, HC=L
H4C
3 CH, CH4
[soquinone HO s OH ©
(black cumin) Liiveol H3o ()
HiC" CH, ; “PTOI : Ho —&
’ s astor oil plan
I'annins & Ay o ; OH
Rutin (desert dill)
Saponins
OH
OH (a)
OH
(o} \
= ol
/, o
oy HO™ &
o—= HsC,, _O0._0O
: : HO HOY ™" "“OH
Cinnamontannin B oH ) .
(Laurus Nobilis) - «-Hederin (black cumin)
Carotenoids Theaflavin (tea) Steroids
(a) (a) : \/‘\’
H3CO (o] [¢]
; y . Herniarin (buxton's blue
Zeaxantin (broccoli) crRiann (G )
&

Fonte: WELDEGEBRIEAL, 2020




ANEXO B - Laudo de analise CBO

228

P HOwE REL

LABORATORIO CBO Pig1 aas

s =]

o1
L e T e

A.-lﬂinq..-l:ul:u;::rﬁul:“ T - s . E.. E
e - S - O r R0 -y

e BRECR o - | i 1R -
RELATORIO DE ENSAID 022.044.547/00 versdo | E

Ondca de-clsain
Mo L o R [

#MOFE LLEZ MELDIRG POATD ot cineanmney | w 0A0 DASHOME, 1430 -LOT HADT

| SARTA ARCELIFE.
[T e CER
EEET | [ | [re-azm

Lol

Wzre E-rad Tamizaa

[ watnd Lo mammaz Fom | [ metringnnz b | E |

Dl g 2 Aursaemy

L] Lkl [T

| sioRE Lz MELDRG FoRTD | BAzicsmos | |sF

Ll

Wera Crai Taalons

| srctnd Losm BAmimire Foema | [ brtrimgen b | | papaazasssas

iy 48 Sz ers e paby chems

Hodrd el

| rdemoe i s T s |

I e

et rCit

| Pucacastan Coulfeg i LS

Dimdea da mres s e ress-b mana

ks FhicabEl i [

|_ DT J DTG

Crimsz- Uik Blwtdria Corigind Maniris Saca Crain Enmsic Litallryels
Mmsérin, Secw [T L] | MR

frooers Dirsss & k| 0 MR i P
Eotryss Coiress ™ 0as [ R B R
Marcan L =03 L0 [ g [ LR
s dou L arbsidratra Liviea 1 an QAT I Wi D
Kcas Lives L =i L0 R e R
Pl L £ =131 wmll  iEadEE bdedria RO
Fratzus Lives L =i LD - DRSNS Bstearia R
LacsE zaE L an [ R EE [P BN i)
. =0 L0 - RO uaria RO
finl actams Livre =034 LT - DRAERGEE Wi R
Esfinoes L =0l L0 - CRERE [P BN




229

WP HOwd

LABORATORIO CBO

RS e
Palg i i

00 Srcilsss Lsborsioism Lids.
L s 2T 1 i -4
- Bl s 1A v D Dk LT - R
‘i - G- CEP -0
o B e - |l 1RO

o

RELATORIC DE ENSAID 22 O BATIO0 versdo 1
chdgs era——
A A el & . AT, maacaw- 4k
LTRSS Ll i [ 4 x il ik 4 kbt U s Bk
are S Terghon 12 b L K D Dol el Bcars o R oy el By o', DT P g OF Dk 1 g
Fr= Loredeencd el ¥ B Camicmes. UGS ban OB LB TR
i1 -l
MAAGE S Al N ST Sately BT RO (o Fc ik P (TR TIPS 5 D4 FE L g T i e
Eamnes, srdd potd  dnmOs Teorasiegy mheeress 1301 5408 Compias dIERETT 06 MU el 30T Chakom
b feraitac ok bbaces B 13 E i

L, ool ki

(il (R O o L - RDTTE O BTN ATk B B PO e (R Tl e (=]
e O o B L0 Linis o6 Dk L [

FrbBChe & B

iuﬁ—nm-—-ﬁm;nﬂ_'l—-1mm

WA

|_:h:|ﬁ—n- 3 o 1 J-amembes-S0E B MO




