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RESUMO

SINTESE, CARACTERIZACAO E ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE NANOFOLHAS
DE Bi2WOs EM CAMADAS E NANOBASTOES DE Ag2M03010.2H20 COM E SEM
EXPOSICAO A LUZ VISIVEL

RESUMO

Introducdo: Tendo em vista o grande problema de salde publica relacionado ao desenvolvimento
de resisténcia por microrganismos patogénicos a antibidticos, o surgimento de novos agentes
antibacterianos torna-se imprescindivel, assim, estudos realizados na &rea da biotecnologia com o
desenvolvimento de nanomaterias, apresentam resultados promissores, tendo em vista 0s métodos
de sintese que permitem criar diferentes materiais com propriedades variadas. Objetivo: avaliar a
atividade antibacteriana e moduladora de nanobastbes de Ag>Mo03010.2H20 e nanofolhas de
Bi2WOe em camadas com e sem exposicdo a luz visivel. Metodologia: A obtengdo dos materiais
ocorreu por sintese hidrotérmica e para caracterizacao estrutural foram usados MEV, anélises XRD
e FTIR. Para Ag2M03010.2H>0 ainda foram realizadas a analise térmica e a espectroscopia no
ultravioleta visivel e para Bi:WOs, as analises Raman e microscopia de forca atémica. A
metodologia empregada nos testes microbiol6gicos foi a microdiluigdo em caldo, frente as cepas de
Escherichia coli e Staphylococcus aureus padrdes e multirresistentes. Nos testes de modulacgdo os
antibioticos empregados foram os aminoglicosideos Amicacina e Gentamicina e o aparelho de LED
nos comprimentos de onda azul (415nm), vermelho (620nm) e amarelo (590nm). Os resultados
obtidos foram expressos como média * desvio padrdo e as diferencas foram avaliadas por meio de
analise de variancia (ANOVA) seguida do pds-teste de Bonferroni usando o software GraphPad
Prism 6.0. As diferencas com p <0,05 foram consideradas significativas. Resultados e discussoes:
As andlises morfologicas e as caracteriza¢@es estruturais dos materiais por MEV e XRD revelaram
a estrutura em bastonete de Ag2Mo03010.2H>0 de natureza cristalina. A cristalinidade das nanofolhas
BiWOe também foi identificada e verificou-se que esta se apresenta em uma configuracdo em
sanduiche. Os espectros de infravermelho confirmaram os resultados da analise de XRD para 0s
dois materiais. A AFM realizada com as nanofolhas, estdo em concordancia com os resultados
XRD. A anélise térmica de Ag2Mo03010.2H>0O demonstra que este material apresenta uma ampla
faixa de estabilidade térmica e as medicGes de refletancia difusa UV-Vis mostram que é capaz de
absorver luz visivel. Os materiais apresentaram efeito antibacteriano frente as duas bactérias sem
exposicao a luz visivel, j& os experimentos utilizando o LED, sugerem que Ag2Mo03010.2H>0 com
exposicao a luz amarela, apresenta uma possivel atividade fotocatalitica frente S. aureus. Nos testes
de modulacdo, os nanobastdes foram eficientes em diminuir a CIM de ambos os antibidticos contra
a cepa Gram-negativa, resultado ndo verificado em nenhuma das combinaces com as nanofolhas.
Com a exposicdo as luzes de LED, foi levantada a hipotese de uma outra possivel propriedade
desses materiais, a fotocatalise de farmacos, sugerindo uma degradacdo dos aminoglicosideos, 0
que justificaria os resultados antag6nicos observados. Conclusdes: Os métodos empregados para
sintese e caracterizacdo de Ag2Mo03010.2H20 e Bi;WOQOs, foram eficientes e que esses materiais
podem ser promissores para agirem como agentes antibacterianos, além disso, 0s nanobastdes
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Ag>M03010.2H.0 apresentam efeito sinérgico na associagdo com antibidticos. Ainda foi possivel
verificar que tais materiais poderiam ser empregados no tratamento de efluentes contendo
gentamicina e amicacina, o que implica a realizagdo de testes mais especificos, a fim de comprovar
essa acao.

Palavras-chave: Antibacteriano. Modulacao. Trimolibdato de prata. Tungstato de bismuto.

Agradecimentos: URCA, UNILEAO, UFCA, UFRN, UFPI, UFMA, UFC, CNPq, CAPES,
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ABSTRACT

SYNTHESIS, STRUCTURAL CHARACTERIZATION AND ANTIBACTERIAL
ACTIVITY OF LAYERED Bi2WOs NANOSHEETS AND Ag2M03010.2H20 NANORODS
WITH AND WITHOUT VISIBLE LIGHT EXPOSURE

ABSTRACT

Introduction: In accordance with the big health problem related to the development of resistance
by pathogenic microorganisms to the antibiotics, the emergence of new antibacterial agents
becomes essential, thus the studies of the biotechnology area with the development of nanomaterials
have shown promising results, owing to the synthesis methods that make it possible to create
different materials with various properties. Objective: To evaluate the antibacterial and antibiotic-
modulation activity of layered Bi2WOs nanosheets and Ag2Mo03010.2H>O nanorods with and
without visible light exposure. Methodology: The materials were obtained by hydrothermal
synthesis and for structural characterization SEM, XRD and FTIR were used. For Ag2M03010.2H20,
thermal analysis and ultraviolet-visible spectroscopy were also used, and for Bi;WOQOs Raman
spectroscopy and atomic force microscopy were used. Broth microdilution was the methodology
used for the microbiological tests using standard and multidrug-resistant strains of Escherichia coli
and Staphylococcus aureus. For the antibiotic-modulation activity, aminoglycoside antibiotics as
amikacin and gentamicin and the LED machine with a wavelength of blue (415nm), red (20nm) and
yellow (590nm) light were used. Results were expressed as mean+ standard deviation and the
differences were evaluated by Analysis of variance (ANOVA) followed by the Bonferroni post-test
using the GraphPad Prism 7.0 software. The differences were considered significant when p<0,05.
Results and Discussion: Morfological analysis and structural characterization of the materials using
SEM and XRD revealed a crystalline rod structure of Ag2M03010.2H20. The crystallinity of Bi2WOs
nanosheets was also identified and it was showed as a sandwich configuration. The FTIR spectral
data confirmed the XRD analysis results for both materials. The atomic force microscopy results
from the nanosheets are according to the XRD results. Thermal analysis of Ag2M03010.2H>0 shows
this material with a wide range of thermal stability and diffuse UV-Vis reflectance measurements
suggesting this compound it’s capable of absorbing visible light. Both materials showed
antibacterial effect against both bacterial strains without the visible light exposure, whilst the
experiments using LED suggest that Ag2M03010.2H>0O combined to yellow light exposure shows a
possible photocatalytic activity against S. aureus. In the antibiotic-modulation activity, nanorods
were efficient at decreasing the value of MIC in both antibiotics against the Gram-negative bacteria,
which was not seen in any other combination with the nanosheets. With the LED exposure, it was
hypothesized that another property of these materials might exist, the photocatalysis of drugs,
suggesting a degradation of aminoglycosides, what can justify the antagonistic results. Conclusion:
The methods used for the synthesis and for structural characterization of Ag2M03010.2H20 e BioWOs
were efficients and these materials can be promising to act as antibacterial agents, furthermore
Ag2M03010.2H20 nanorods show synergistic effect with combined to antibiotics. It was also
possible to see that both materials could be used for the wastewater treatment containing gentamicin
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and amikacin, which implies that further research with more specific tests are needed to prove this
role.

Key words: Antibacterial. Antibiotic-Modulation. Silver trimolybdate. Silver tungstate.

Acknowledgment: URCA, UNILEAO, UFCA, UFRN, UFPI, UFMA, UFC, CNPq, CAPES,
FUNEP and FUNCAP.
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IMPORTANCIA/RELEVANCIA PARA A SOCIEDADE

Com a pandemia da COVID-19, o nimero de pessoas internadas aumentou consideravelmente e
com isso, muitas pessoas acabaram desenvolvendo infeccdo hospitalar, com bactérias que sao
dificeis de tratar com os antibioticos existentes. Diante desse cenario, nesse trabalho noés
produzimos dois nanomateriais usando a prata e 0 bismuto, e foram realizados testes com esses para
verificar sua acdo contra dois tipos diferentes de bactérias. Os resultados mostraram que 0s dois
materiais apresentam uma Otima acdo contra 0s microrganismos, mostrando um resultado muito
importante, pois quem sabe, futuramente, eles possam ser usados como antibidticos no tratamento
de infecgOes. Os resultados dos testes mostram ainda que esses materiais poderiam ser usados
também para remover substancias que contaminam rios, lagos e até mesmo o solo, por exemplo, 0s
restos de medicamentos e outras substancias que sdo desprezadas no meio ambiente pelos hospitais
e também por industrias.
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1 INTRODUCAO GERAL

A resisténcia de microrganismos a farmacos ja comercializados e utilizados em ambientes
hospitalares, representa um grande problema de salde publica, uma vez que ameaca a qualidade de
vida, j& que compromete os orgamentos dos sistemas de saide publicos e privados e intensifica 0s
casos de infeccdo sem sucesso de tratamento. Esse fenbmeno de resisténcia bacteriana ocorre por
diversos fatores, mas, o uso indiscriminado de antibiéticos, seja por automedicacdo ou por
prescrigdo inadequada, se destaca como um dos principais agravantes deste problema, o que leva a
utilizacdo de doses cada vez maiores de farmacos e tratamentos mais prolongados, favorecendo
também um maior risco de toxicidade (COSTA; SILVA, 2017).

Em 2015, os paises membros da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) adotaram o Plano
de Acdo Global sobre a resisténcia a antimicrobianos (AMR) com o objetivo de estabelecer metas
para a producdo, utilizacdo, e comercializacdo desses medicamentos que envolvem diversos setores
econdbmicos como a agropecudria e a industria farmacéutica, e apesar do quantitativo de novos
antibidticos desenvolvidos ser considerado pequeno nos ultimos anos, a OMS tem garantido
orcamento para a¢0es nessa area mesmo em um contexto de desfinanciamento (SILVA et al. 2020).

No Brasil, foi elaborado o Plano de Agdo Nacional para Prevencdo e Controle da Resisténcia
aos Antimicrobianos do Brasil (PAN-BR) com base nos objetivos determinados pela OMS, pela
Organizacdo das NacGes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura e a Organizacdo Mundial de
Saude Animal onde um dos seus principais objetivos é estimular e promover o desenvolvimento de
novos antibidticos pela industria farmoquimica e biotecnoldgica, inclusive buscando apoio para a
pesquisa cientifica (BRASIL, 2019).

Cientistas em todo o mundo, inclusive no Brasil, continuam buscando novos produtos
capazes de agirem como antimicrobianos mesmo com o pouco incentivo financeiro para execucao
dos experimentos. Tais pesquisas sdo extremamente importantes, tendo em vista que para algumas
industrias farmacéuticas € mais lucrativo o desenvolvimento de farmacos para tratamento de
doencas cronicas, ja que estes sdo utilizados por um periodo de tempo maior quando comparado a
terapia antimicrobiana. Muitas pesquisas com produtos naturais e sintéticos ja alcangaram bons
resultados com relagdo ao potencial antibiotico e/ou sua capacidade de agirem em conjunto com
outras substancias em efeito sinérgico, sendo necessario o estimulo e apoio a esses estudos, para
que o problema de resisténcia microbiana possa ser enfrentado com mais eficiéncia (DA SILVA,
AQUINO, 2018)

Os casos de infecgbes hospitalares e de morbidade e mortalidade por microrganismos
resistentes aumentaram ainda mais apos a declaracdo da pandemia pela OMS no inicio de 2020,

uma vez que houve uma intensificacdo dos casos de automedicacdo em busca de protecéo contra o
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coronavirus, mas que na verdade causou piora em quadros ja graves e 0 surgimento de outras
complicagdes (UZUNIAR; WANH, 2020).

Diversas pesquisas foram realizadas nos ultimos anos com o intuito de obter novos agentes
capazes de reverter esse fendbmeno de resisténcia e/ou apresentarem efeito antibacteriano com
exposicdo ou ndo a luz visivel. A microrregido do Cariri, no sul do estado do Ceard, apresenta uma
diversidade de espécies de plantas, onde muitas delas j& foram estudadas com relagdo a essas
propriedades, destacando-se as pesquisas dos grupos pertencentes a Universidade Regional do
Cariri (URCA) a qual faco parte. Em contrapartida, pesquisadores da Universidade Federal do
Cariri (UFCA), vem desenvolvendo uma série de materiais com diferentes propriedades,
principalmente aqueles em escala nanomérica, assim surgiu o interesse em associar as pesquisas
desses grupos e estudar os efeitos antibacterianos e moduladores de materiais nanoestruturados.

Os nanomateriais sdo definidos como aqueles que apresentam geralmente particulas com
dimensdes igual ou menor que 100 nandbmetros apds sua sintese, ou seja, possuem um tamanho
1000 a 10000 vezes menor que bactérias como E.coli e células sanguineas como hemacias
(ZARBIN, 2007).

Os sistemas de materiais em nano escala, vem se destacando em diversos estudos cientificos,
como uma possivel alternativa ao combate de microrganismos resistentes, uma vez que possuem um
tamanho muito pequeno, mas uma grande area de superficie, e sdo capazes de melhorar a
veiculacdo de farmacos em tecidos especificos. Essas caracteristicas levam a um aumento da
eficacia e diminuicdo de efeitos adversos dos antimicrobianos, por controlarem a dosagem e tempo
de a¢do (LOMBARDO, KISELEV, & CACCAMO, 2019).

De acordo com Santos, Grasseschib (2020), para se obter nanoparticulas com propriedades
eficientes, é indispensavel o conhecimento prévio das propriedades das moléculas utilizadas nos
processos de sintese dos nanomateriais hibridos, bem como garantir o controle da interacdo desses
materiais com o0 ambiente quimico ao seu redor, para que assim, haja uma aplicacdo eficiente desse
sistema funcionalizante.

Diante disso, a sintese dos materiais utilizados no presente estudo foi realizada por um
método bastante controlado, para que assim, o resultado final fosse obtido de forma eficaz. E para
garantir a eficcia do método de sintese, foi realizada uma série de analises para caracterizacéo.
Apds obtencdo das nanofolhas de tungstato de bismuto em camadas e dos nanobastdes do
trimolibidato de prata dihidratado, as analises microbioldgicas foram realizadas sob exposicéo a luz
de LED (Light Emitting Diodes) e no escuro.

Dentre a imensa variedade de materiais nanoestruturados, os tungstatos se destacam por
apresentarem elevados ponto de fusdo, dureza e resisténcia (IVLELA et al, 2007). De acordo com
Foggi et al., (2017), além de apresentarem diversas aplicacfes na area de tecnologia, 0s tungstatos
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metélicos possuem forte potencial para uso na quimica medicinal, principalmente devido ao seu
efeito toxico em células bacterianas, fungicas e até mesmo em células tumorais.

Os cristais de molibdatos também apresentam diversas aplica¢des tecnoldgicas, uma vez que
sdo materiais com muitas propriedades fisicas e quimicas, tendo em vista, a grande gama de fases e
estruturas cristalinas que podem formar: geometria tetaédrica com 4 atomos de oxigénios nos
veértices e 0 molibdénio no centro ou geometria octaedrica, com 6 atomos de oxigénio. Estes podem
ser aplicados como baterias, dispositivos optoeletronicos, lasers, entre outros (MACZKA et al.
2012; YANG et al. 2017).

O objetivo inicial do presente estudo foi avaliar a capacidade dos nanobastdes de
Ag2M03010.2H20 e nanofolhas de Bi2WQOs em camadas de agirem como agentes antibacterianos e
também como moduladores, entretanto, diante dos resultados obtidos, uma outra possivel atividade
foi sugerida para estes materiais: agentes fotocatalisadores de farmacos.

Essa atividade fotocatalitica ja apresentada por outros nanomateriais também vem se
destacando em diversas pesquisas cientificas, uma vez que a contaminacdo ambiental por farmacos
surge também como uma grave ameaca a salde humana e animal e esta relacionada principalmente
ao descarte inadequado dos esgotos hospitalares, a propria producdo farmacéutica industrial e até
mesmo aos efluentes domeésticos (excretados pela urina e fezes) que contaminam recursos hidricos
ou o solo de aterros. Apesar das estacOes de tratamento de esgosto (ETE) realizarem a
descontaminacdo da agua, a remocdo de antibi6ticos e outras classes de medicamentos depende
muito da tecnologia empregada e da propria recalcitrancia das moléculas, ndo sendo capazes de
removerem totalmente esses produtos farmacéuticos (AMERICO et al., 2012).

Com isso, o presente estudo tem por objetivo, divulgar o primeiro relato acerca da atividade
antibacteriana dos materiais analisados, bem como sugerir uma possivel acdo destes com relagdo a

degradacdo de farmacos.

1.1 ESTRATEGIAS DE PESQUISA

Para obtencdo dos nanobastoes de Ag2Mo03010.2H20 e nanofolhas de Bi2WOs em camadas,
foi utilizado o método de sintese hidrotérmica, um dos tipos de metodologia classificadas como
Bottom-up (BU ou baixo-cima), onde precursores moleculares ou em escala atbmica sdo moldados
para formar qualquer material nanoestruturado com forma e tamanho altamente controlados
(BAGLIONI & GIORGI, 2006).

Segundo Rudolph (2015), o termo hidrotérmico refere-se a qualquer reagdo na presenca de

agua com temperatura acima da ambiente e com pressdo maior que 1 atm em um sistema fechado.
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Esse método passou a ser empregado em 1930, mas apenas na década de 1990 comecou a ser usado
para a sintese intencional de nanocristais. Nos Ultimos anos, essa metodologia vem sendo bastante
utilizada em escala industrial para obtencdo de vérios tipos de materiais com alto valor, como
quartzo e 4gua marinha (CANU; BUSCAGLIA, 2017).

Por ser simples, de baixo custo, com baixo risco de contaminacdo do material e com produto
final com alta qualidade, de acordo com Li et al. (2014), esse método foi o escolhido para obtencédo
dos materiais de estudo do presente trabalho. Para sintese dos nanobastdes de trimolibdato de prata
di-hidratado foi utilizado o método proposto por Chen et al. (2015) e j& para a sintese das
nanofolhas em camadas de Bi2WOe, utilizou-se a metodologia de Zhou et al., (2015).

Apos a etapa de sintese, algumas anélises foram realizadas para caracterizar esses materiais,
uma vez que de acordo com Ealia; Saravanakumar (2017), essas caracteristicas tem relacdo direta
com as propriedades fisicas e quimicas desempenhadas pelos nanomateriais.

Os aspectos morfologicos das amostras foram analisados por microscopia eletrénica de
varredura (MEV), no Laboratério de Caracterizacdo de Materiais da Universidade Federal do Cariri
(UFCA); a caracterizacéo estrutural foi realizada por difragédo de raios X (DRX), a qual foi realizada
no Departamento de Fisica da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN) e foram
avaliados os espectros de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) também na UFCA.
Para os nanobastBes de AgQ2Mo03010.2H20 foram realizados também: DSC (Calorimetria de
Varredura Diferencial) e TGA (Analise termogravimétrica) no Departamento de Fisica da
Universidade Federal do Maranhdo (UFMA), e Refletancia difusa UV-Vis-NIR - Departamento de
Fisica da Universidade Federal do Piaui (UFPI) e para as nanofolhas de BiWQOs em camadas a
Espectroscopia Raman (ER) realizada no Departamento de Fisica da Universidade Federal do Ceara
UFC e a Microscopia de forga atbmica também no Departamento de Fisica UFPI.

Para realizacdo dos testes microbioldgicos para determinacdo da Concentracdo Inibitoria
Minima e da modulacdo de farmacos, a metodologia escolhida foi a de microdiluicdo proposta por
Coutinho et al. (2008); Coutinho et al., (2010), uma vez que segundo esses estudos, as combinacdes
de diferentes substancias com antibio6ticos pode alterar de alguma forma o efeito do farmaco, seja
revertendo a resisténcia dos microrganismos ou potencializando a atividade desses medicamentos,
sendo esse um dos maiores objetivos dos estudiosos que desenvolvem pesquisas nessas areas, uma
vez que sdo os dados preliminares para um possivel desenvolvimento de novos agentes com
propriedades antibacterianas para uso comercial.

As bacterias utilizadas nos testes foram as cepas bacterianas padréo (E. coli ATCC 25922 e
S. aureus ATCC 25923) e multirresistentes (S. aureus 10 e E. coli 06) fornecidas pelo Laboratério
de Microbiologia e Biologia Molecular (LMBM) da Universidade Regional do Cariri (URCA). O
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objetivo de escolher tais cepas foi ter a possibilidade de avaliar o efeito dos materiais tanto em
bacterias Gram negativas quanto Gram positivas.

S. aureus é um microrganismo Gram positivo que esta relacionado como um dos principais
causadores de infeccbes nosocomiais em recém-nascido (VIEGAS et al., 2010), ja E. coli é
classificada como Gram negativa e esta associada principalmente a casos de infec¢des urinarias
(SANTANA et al.,, 2012; TORTORA; CASE; FUNKE, 2016). Os relatos de desenvolvimento de
resisténcias a antibioticos por essas bactérias estdo aumentando cada vez mais, representando uma
ameaca a salde publica, uma vez que torna-se mais dificil o tratamento das infeccbes
(MANGUIAT; FANG 2013).

Os antibidticos utilizados nos testes foram os aminoglicosideos Amicacina e Gentamicina.
Essa classe de farmacos possui um largo espectro de acdo principalmente contra bactérias Gram
negativas, sendo muito utilizados em casos mais graves de infeccdes (BALAKUMAR, ROHILLA e
THANGATHIRUPATHI, 2010), entretanto muitas cepas estdo desenvolvendo resisténcia a estes,
sendo a inativagdo por enzimas intracelulares o mecanismo mais realizado (JANA, 2006).

Os testes microbiolégicos sob efeito da luz visivel foram realizados seguindo as
metodologias descritas acima, mas com exposi¢cdo das placas de microdiluicdo as luzes do
dispositivo Light Emitting Diodes-LED (um diodo emissor de luz), da marca NEW Estética®. Este
dispositivo possui espectros de luz vermelha, azul e amarela e permite a combinagdo dessas cores.
Os LEDs com comprimento de onda pré-determinado pelo aparelho utilizados foram: azul (415
nm), vermelho (620 nm) e amarelo (590 nm), de acordo com o método proposto por Pereira et al.
(2017).

Apos obtencédo dos resultados, as analises estatisticas foram realizadas com base no método
de Matias et al., (2013), onde os dados foram expressos como média + desvio padréo e as diferencas
foram avaliadas por meio de analise de variancia (ANOVA) seguida do pos-teste de Bonferroni
usando o software GraphPad Prism 6.0. As diferencas com p <0,05 foram consideradas
significativas. Por meio dessas analises, € possivel gerar graficos que expressam bem a acdo de

substancias como agentes antibacterianos e moduladores.

1.2 ESTRUTURA DA TESE

O presente estudo relata os resultados dos estudos acerca das propriedades antibacterianas
de dois nanomateriais, as nanofolhas de tungstato de bismuto (Bi2WOs) em camadas e 0s
nanobastdes do trimolibidato de prata dihidratado (Ag2M03010.2H20). Para melhor organizacgao da
tese, esta foi dividida em 4 grandes blocos. A figura 1 mostra de forma representativa essa

distribuicéo.
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Figura 1: Esquema representativo da estrutura da tese.

— Objetivo geral

Objetivos —

— Objetivos especificos

— Resisténcia microbiana e novos agentes antimicrobianos

— Nanotecnologia e materiais nanoestruturados;

—Fundamentagdo tedrica— Meétodos de sintese e caracterizagdo de nanomateriais

Tungstatos e molibdatos

— Fotoinducao de estruturas e atividade fotocatalitica

Estrutura da Tese
I
|

— Capitulo 1: (Bi,WO)

I

Produgdo cientifica [

— Capitulo 2: (Ag,Mo0,0,,.2H,0)

. Conclusdes gerais

— Considerac¢des finais [

— Perspectivas de investigacdes futuras

Fonte: autoria propria.

O primeiro bloco corresponde aos objetivos geral e especificos da pesquisa. Para melhor
aprofundar o embasamento tedrico que envolve a problematica do presente estudo, o segundo bloco
discutiu as seguintes informacgdes que foram divididas em cinco topicos:

e Resisténcia microbiana e novos agentes antimicrobianos;

Nesse topico foi abordada a problematica que levou ao desenvolvimento do presente
trabalho, que diz respeito a questdo do desenvolvimento de resisténcia a antibidticos por bactérias
Gram positivas e Gram negativas e também as possiveis alternativas que estdo sendo pesquisadas
para tentar resolver esse problema.

¢ Nanotecnologia e materiais nanoestruturados;

No segundo tépico da revisdo, abordou-se um pouco do histérico do surgimento da area
nanotecnologia bem como os tipos de nanomateriais existentes e suas aplicacdes e propriedades
fisico-quimicas.

e Meétodos de sintese e caracterizagdo de nanomateriais;

O objetivo de abordar os métodos de sintese e caracterizagdo de nanomateriais, foi
esclarecer da melhor forma esses processos e facilitar o entendimento dos resultados obtidos no
presente estudo, ja que € um tema novo e que grande parte da populacdo ainda desconhece.

e Tungstatos e molibdatos;

Nesse topico foram descritos os nanomateriais utilizados neste trabalho; métodos de

obtencéo, propriedades e atividades ja publicados em outros artigos.

e Fotoinducéo de estruturas e atividade fotocatalitica.
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Por fim, nesse topico foi abordada uma outra atividade atribuida aos nanomateriais, que € a
atividade fotocatalitica, pois diante dos resultados obtidos nesse estudo, sugere-se que tais
nanomateriais podem ter atuados desta forma. Assim, objetivou-se com esse tdpico, esclarecer
melhor tais propriedades.

O terceiro bloco corresponde aos artigos produzidos que foram organizados em dois
capitulos.

O capitulo I, intitulado: Characterization and evaluation of layered BioWOs nanosheets as a
new antibacterial agent, descreve a sintese pelo método hidrotérmico de Bi,WOQOs e também sua
caracterizacdo. Nos testes microbioldgicos foram obtidos resultados significativos quanto a acéo
desse material frente as cepas bacterianas testadas. Os resultados desses testes foram publicados
revista Antibiotcs.

O capitulo Il intitulado como Silver trimolybdate (Ag2Mo03010.2H20) nanorods: synthesis,
characterization, and photo-induced antibacterial activity under visible-light irradiation, relata a
sintese de Ag2M03010.2H20 e sua caracteriza¢do por MEV, XRD, DSC, TGA, UV/VIS-NIR e FT-
IR e mostra a atividade antibacteriana desse material contra cepas Gram negativas e positivas com e
sem iluminacdo de LED. O artigo com esses resultados foi publicado na revista Bioinorganic
Chemistry and Applications.

No quarto bloco estéo as consideracdes finais do trabalho, correlacionadas com os dados da
literatura, bem como as conclusdes gerais e perspectivas futuras para novos estudos com esses
nanomateriais, principalmente no que diz respeito a atividade fotocatalitica sugerida diante dos
resultados que foram observados nos testes, uma vez que para garantir tal propriedade, séo

necessarios estudos mais aprofundados.
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2 OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial antibacteriano e modulador das nanofolhas de tungstato de bismuto em

camadas e nanobastfes de trimolibdato de prata dihidratado com e sem exposi¢éo a luz visivel.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar as nanofolhas de BiWOQOes em camadas e 0s nanobastfes de Ag2Mo03019.2H;0;

e Caracterizar morfologicamente os dois nanomateriais sintetizados;

e Avaliar os materiais com relacdo ao seu efeito antibacteriano frente bactérias patogénicas;

e Verificar o efeito modulador de antibidticos dos dois materiais frente microrganismos
resistentes;

e Verificar as atividades antibacteriana e moduladora dos materiais com exposi¢do a

diferentes comprimentos de onda de luz visivel.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 RESISTENCIA MICROBIANA E NOVOS AGENTES ANTIMICROBIANOS

O desenvolvimento de resisténcia a farmacos por microrganismos, representa um grave
problema de saude publica, uma vez que dificulta os tratamentos de pacientes e sobrecarrega 0s
leitos hospitalares. Uma das principais cepas bacterianas que estid cada vez mais desenvolvendo
mecanismos de resisténcia € Escherichia coli. Essa bactéria Gram negativa, pertencente ao grupo
dos coliformes fecais, faz parte da microbiota gastrointestinal humana e apresenta-se em diferentes
patotipos, como enterotoxigénica (ETEC), enteropatogénica (EPEC), enterohemorragica (EHEC) e
enteroinvasora (EIEC) (ALMEIDA; LEONIDIO; ANDRADE, 2016). Dentre 0s mecanismos de
resisténcia desenvolvidos por esse microrganismo, destaca-se a sua capacidade de alterar a
permeabilidade da sua membrana celular, dificultando a entrada dos antibidticos (PAITAN, 2018).

Outra bactéria que também se destaca por seus mecanismos de resisténcia é Staphylococcus
aureus, Gram positiva que pertence a microbiota da pele humana, mas que pode ocasionar diversos
processos infecciosos quando ha alguma diminuicdo da imunidade do individuo ou alguma quebra
da barreira cutdnea como cortes, sendo este microrganismo um dos principais causadores de
morbidades e mortalidades principalmente em paises em desenvolvimento (KIM et al., 2019).
Alguns dos mecanismos de resisténcia desenvolvidos por S. aureus estdo relacionados com
alteraces nos sitios-alvos de ligacdo de farmacos (ALOS, 2015).

Diante deste problema de salde publica, muitas pesquisas estdo sendo desenvolvidas no
intuito de identificar novas substancias com efeito antimicrobiano. A OMS (Organizacdo Mundial
de Saude) incentiva os governos de diversos paises a apoiarem os estudos para o desenvolvimento
de antibidticos eficazes e de baixo custo, uma vez que a indlstria farmacéutica tem encontrado
dificuldades cientificas e econémicas durante o desenvolvimento desses farmacos (OLIVEIRA;
AQUINO, 2018).

Muitos estudos estdo sendo realizados nos Ultimos anos para avaliar o efeito de
nanoparticulas como possiveis agentes antibacterianos, uma vez que de acordo com Shao, Hu e
Wang (2017), independente da nanoparticula estudada, seja de cobre, prata, zinco, etc, o efeito
antimicrobiano ocorre por mecanismos bastante semelhantes, iniciando com a ligacdo do material
com a membrana do microrganismo, pois a atracdo eletrostatica que € gerada devido a diferenga de
cargas, leva a adesdo entre eles.

No estudo de Freire et al. (2018), foi avaliada a possivel acdo antibacteriana de
nanoparticulas de prata frente bactérias patogénicas, onde verificou-se eficacia desse material,

diminuindo a formacdo de biofilmes. J& no estudo de Mohr et al. (2017), foi verificado efeito
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antibacteriano de nanoparticulas de Zinco frente E.coli e S.aureus. Algumas pesquisas buscaram
elucidar propriedades antibacterianas de diferentes estruturas de cristais de Bi2WOe, frente bactérias
patogénicas com e sem exposic¢do a luz visivel e obtiveram resultados promissores quanto a essas
propriedades (CHEN, 2015; REN, 2009).

De acordo com Pal S. et al. (2007), ha uma menor possibilidade de desenvolvimento de
resisténcia as nanoestruturas pelas bactérias, quando comparada aos antibioticos comerciais, tendo
em vista que 0s mecanismos de acdo dos metais sdo diversos em um mesmo microrganismo, sendo

assim, estes precisariam desenvolver varios mecanismos de mutagéo para adquirir resisténcia.
3.2 NANOTECNOLOGIA E MATERIAIS NANOESTRUTURADOS

Em 1959, o cientista americano Richard Feynman, posteriormente laureado com o Nobel de
Fisica, proferiu uma palestra intitulada “There is plenty of room at the bottom” (Ha mais espagos la
embaixo), onde elucidou seus estudos acerca da nanotecnologia, entretanto esse termo tornou-se
popular apenas em 1986, com o livro Engines of creation” (Motores da criacdo) de Eric Drexler,
onde enfatiza que nanotecnologia € a area onde ocorre manipulagdo e aplicacdo industrial de
estruturas atbmicas e moleculares em escala nanométrica (bilionésimo de metro ou 10° m)
(TONET; LEONEL, 2019).

Para estabelecer uma melhor definicdo a cerca desses materiais, em 2011, a Comissao
Europeia emitiu uma recomendagdo, conceituando como nanomaterial qualquer material natural,
incidental ou fabricado com particulas desagregadas, agregadas ou aglomeradas, onde a distribuicdo
dessas corresponda a 50% ou mais em dimensdes externas com tamanhos entre 1 a 100 nanémetros,
podendo esse limiar ser alterado para 1-50% em casos especificos justificados por exemplo, por
questdes relacionadas a satde e meio ambiente (EUROPEAN COMISSION, 2011).

Os nanomateriais naturais sdo por exemplo, cinzas vulcanicas e teias de algumas espécies de
aranha, ja os incidentais sdo aqueles produzidos de forma nédo intencional como os liberados por
escapamentos de veiculos. Assim, a nanotecnologia estd mais voltada a manipulacdo dos
nanomateriais manufaturados, ou seja, projetados para apresentarem propriedades especificas. Estas
estdo diretamente relacionadas a area de superficie, ou seja, quando um material € dividido em
porcGes menores, seu efeito é aumentado, por exemplo: um material germicida como a prata, ao ser
dividido em nanoparticulas apresenta efeito muito mais efetivo do que a mesma quantidade de
material em particulas maiores. J& 0 ouro, muda de cor quando dividido em particulas menores e
consegue se ligar quimicamente com materiais biologicos, caracterizando o que é chamado de
funcionalizacdo de nanoparticulas (SCHULZ, 2013).

As nanoparticulas podem ser classificadas em orgéanicas, inorganicas e baseadas em

carbono. Alguns polimeros organicos possuem a capacidade de transportar farmacos, seja este
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aprisionado ou adsorvido. Exemplos de nanoparticulas organicas sdo as micelas, lipossomas,
dendrimeros e ferritina. As noparticulas inorganicas sdo aquelas que nao sdo feitas de carbono e sdo
a base de metal como aluminio (Al), cobre (Cu), ouro (Au), prata (Ag) e zinco (Zn) ou 6xidos de
metal, no qual as propriedades do metal como reatividade sdo modificadas na presenca de oxigénio.
Quando as nanoparticulas sdo inteiramente de carbono, denominam-se como baseadas em carbono,
por exemplo: fulerenos, grafeno, nanotubos e nanofibras de carbono (EALIA,
SARAVANAKUMAR, 2017).

Os nanomateriais ainda podem ser divididos a partir de outras classificagdes, podendo
apresentarem-se de acordo com a composi¢do quimica como ceramicos ou ndao metalicos (titania,
magnetita, etc.), metalicos (prata, ouro, etc.), poliméricos com estrutura amorfa ou cristalina e ainda
séo classificados de acordo com a sua dimensdo em tridimensional (3D), bidimensional (2D),
unidimensional (1D) e as nanoparticulas (GONZALEZ-CARRERO, S; PEREZ-PRIETO, 2018).

A estrutura mais comum das nanoparticulas é a esférica, mas existem varias outras como
cubica e poliédrica. Essa ultima é a geometria observada nas fases iniciais do crescimento de
cristais, e dependendo de alguns fatores como temperatura, pode voltar novamente a forma esférica.
Os nanotubos, nanofios e nanobastdes sdo exemplos de 1D, ja os nanofilmes e nano-revestimentos
englobam os materiais 2D e por fim, os hanodiamantes sdo exemplos 3D (GONCALVES, 2012).

Os nanomateriais s&o aplicados de diferentes formas e em varias areas, como por exemplo,
na biomedicina (métodos de diagndstico e desenvolvimento de préteses), na cosmetologia
(protetores solares e maquiagens), na area téxtil (tecidos impermeabilizados), no esporte (tacos de
golfes, raquetes e bolas de boliche), no setor automobilistico (tintas e pneus) e na eletrbnica
(telefones e ar condicionado) (LOURO; BORGES; SILVA, 2013).

A érea farmacéutica € uma das mais envolvidas com o estudo e desenvolvimento de
nanoparticulas, uma vez que estas podem apresentar diferentes acGes bioldgicas no organismo
humano, seja pelo contato direto ou pela incorporacdo com outros produtos, sendo as principais vias
de entrada no corpo: a pele (uso tdpico), o pulmao (inalacdo) e o trato gastrointestinal (ingestao)
(CHATURVEDI; DAVE, 2018).

Muitos farmacos ja sdo comercializados com o sistema de nanotecnologia, como alguns
antitumorais como o Doxil® e o Abraxane®; antifnficos como 0 Ambisome®, sistemas micelares
para o farmaco Diazepam com o nome comercial de Valium MM® e como suplementos
nutricionais como o Kanakion MM® e Cerenevit®. O sistema de nanocristais de farmacos também
ja estd no mercado, exemplos sdo: Rapamune®, Tricor®, Verelan® e Ritalin LA® por meio da
tecnologia NanoCrystal® (DIMER et al., 2013).

Com base no estudo de Dias et al., (2021), acerca do desenvolvimento nanotecnoldgico no

Brasil, € possivel verificar que houve um aumento significativo de pesquisas e empresas que
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desenvolvem produtos antimicrobianos em nanoescala. Cerca de R$ 600 milhdes dos recursos
publicos foram investidos nessa area nos ultimos 15 anos, valor ainda considerado pequeno em
comparacdo a média mundial. No pais, a empresa pioneira é a Nanox, que trabalha com o
tratamento de superficies como bebedouros, tapetes, embalagens, equipamentos odontologicos,
brinquedos para cédes, e durante a pandemia da COVID-19, desenvolveram uma mascara
respiratoria reutilizvel. Outras empresas brasileiras ja comercializam farmacos antimicrobianos

com essa tecnologia, como produtos para unhas, e alguns cosméticos.

3.3 METODOS DE SINTESE E CARACTERIZACAO DE NANOMATERIAIS

Em termos gerais, existem dois processos que sdo empregados para a Sintese de
nanoestruturas: Top-down (TD ou cima-baixo), que corresponde a decomposicdo de estruturas
solidas maiores em estruturas menores por meio de abrasdo ou moagem de alta energia, formando
nanomateriais com tamanho e forma variadas e Bottom-up (BU ou baixo-cima), que trata-se da
sintese controlada, onde precursores em escala atbmica ou molecular sdo moldados para formar as
nanoestruturas com alto controle de forma (tubos, bastdes, esferas, etc.) e tamanho (P. BAGLIONI
& GIORGI, 2006).

Jamkhande et al., (2019) publicaram um levantamento de dados sobre esses métodos de
sintese, distribuindo como: Métodos Top-Down (moagem mecanica, como moagem com bolas e o
método mecanoquimico; ablacdo por laser; pulverizacdo catddica) e métodos Bottom-up (métodos
de estado solido, como deposicao fisica ou quimica de vapor; Métodos de sintese no estado liquido,
como o método hidrotérmico; métodos de fase gasosa como pir6lise por spray; métodos bioldgicos
onde podem ser utilizados microrganismos como bactérias ou extrato de plantas por meio de
biorreducdo ou biossor¢do; e outros métodos citados sdo: processo de eletrodeposicédo, técnicas de
micro-ondas, processo de precipitacdo de fluido supercritico e técnica de ultra-som.

Dentre os métodos citados, a sintese hidrotérmica é uma metodologia que permite controlar
o tamanho e morfologia das particulas, sua microestrutura e propriedades quimicas da superficie,
uma vez que é possivel realizar ajustes no experimento como temperatura, pressdo e pH da solucéo
(SU et al., 2006).

Entender tais procedimentos e mecanismos de sintese, é essencial para um melhor controle
dos aspectos morfologicos como forma e tamanho dos nanomateriais, uma vez que estes fatores
estdo diretamente relacionados a suas propriedades e aplicabilidades em diferentes areas (LEE et
al., 2016).

Apo0s a obtencdo de nanomateriais, € imprescindivel a anélise de suas caracteristicas, uma

vez que estas relacionam-se diretamente com as propriedades fisicas e quimicas. Existem varios
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métodos de caracterizacdo para avaliar por exemplo: aspectos morfoldgicos (o0 tamanho e a
distribuicdo das particulas sdo mais comumente analisados por microscopia eletrénica de varredura
— MEV e microscopia eletronica de transmissdo - MET) e Cristalografia (o estudo do arranjo de
atomos e moléculas em nanocristais geralmente é realizada por difracdo de raios-X — XRD (EALIA,;
SARAVANAKUMAR, 2017).

Esses nanocristais ou solidos cristalinos possuem uma repeticéo espacial (tridimensional) de
uma estrutura basica (célula unitéria), a qual é formada de um ou mais atomos, moléculas ou ions
formando uma estrutura simétrica e rigida. Essas células unitarias sdo divididas em 7 sistemas
cristalinos: cubica, tetragonal, ortorrémbica, hexagonal, monociclica, triciclica e trigonal (KITTEL,
2005).

A microscopia de forca atdmica (AFM) também é uma ferramenta muito util no estudo
morfoldgico de superficies em escala manométrica, seja de materiais cristalinos, amorfos ou de
sistemas organicos. Por meio dessa analise, algumas propriedades podem ser investigadas, como
elasticidade, atrito e desgaste (PINTO; RAMOS; DA FONSECA FILHO, 2015).

Os espectros de infravermelho também podem ser utilizados para caracterizacdo de
materiais. Essa espectroscopia ira produzir espectros de absorcdo e/ou transmissao, onde feixes de
luz na regido do infravermelho incidem sobre o material ou substancia analisada, e como cada
elemento apresenta um padrdo Unico, é possivel identificar e quantificar diferentes elementos
(LEITE; PRADO, 2012).

Outra andlise utilizada em caracterizacBes de cristais ¢ a DSC (Differential Scanning
Calorimetry), na qual, sdo realizadas medicGes de temperatura e fluxo de calor com relacdo as
transicdes do material analisado, de acordo com tempo e temperatura, e assim sdo observados
processos endotérmicos e exotérmicos que se relacionam com algumas propriedades dos materiais
como a estabilidade térmica (ZHENG et al., 2019). A analise termogravimétrica (TGA) é outro tipo
de anélise térmica, onde é possivel determinar variacfes de massa da amostra (perda e/ou ganho)
em funcdo da mudanca de temperatura (PARTHASARATHY et al., 2013).

A Espectroscopia Raman (ER), também é utilizada como uma forma de se obter uma
espécie de “impressdo digital” estrutural das moléculas, uma vez que oferece uma alta capacidade
de identificagdo. Nessa técnica, é utilizada uma fonte de luz monocromatica que ao entrar em
contato com o material, € espalhada inelasticamente, permitindo sua detecgdo (XU et al., 2018).

Os espectros eletronicos de absor¢do também podem ser analisados para caracterizacdo de
nanomateriais. Geralmente a regido espectral em que se pode medir os espectros € a regido chamada
UV-Vis, mas alguns equipamentos operam na regido que atinge o infravermelho préximo,
denominando como UV-Vis-Nir (KUMAR; SHARMA, 2017).
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3.4 TUNGSTATOS E MOLIBDATOS

Os tungstatos (wolframatos) e molibdatos sdo compostos inorganicos formados devido a
combinacdo de cations bivalentes com os grupos anidnicos [WO4]** e [MoO4]* respectivamente
(NEVES; SCHENATO; BACHI, 2008). O molibdénio (Mo) e o tungsténio (W) séo elementos
quimicos metalicos do bloco d, ou seja, elementos de transicdo, fazem parte do grupo cromo e séo
semelhantes com relacdo ao tamanho e propriedades quimicas (LEE, 1980).

O molibdénio apresenta diversos estados de oxidacdo, onde (+6) € o mais estavel, além
disso, é capaz formar diferentes 6xidos com diferentes estequiometrias, sendo os mais estudados em
processos cataliticos 0 MoOz e 0 MoOs. O Tungsténio também possui varios estados de oxidacéo,
formando 6xidos com estequiometrias distintas, sendo (+6) o mais encontrado nos compostos (LEE,
2003).

Os primeiros dados registrados acerca dos tungstatos estdo relacionados com os estudos dos
minérios tungstenita e volframita entre 1742 a 1783, onde o tungsténio (W) foi isolado por meio da
reducdo do acido tangstico com carvao vegetal (PAULINO; AFONSO, 2013).

Algumas pesquisas buscaram elucidar propriedades antibacterianas de diferentes estruturas
de cristais de Bi2WOse, frente bactérias patogénicas com e sem exposicao a luz visivel e obtiveram
resultados promissores quanto a essas propriedades (CHEN, 2015; REN, 2009).

A interacdo de nanomateriais com a superficie bacteriana pode levar ao rompimento da
membrana do patdgeno, com consequente liberacdo do conteudo intracelular, inclusive do genoma
bacteriano, como ja foi detectado em testes moleculares de Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR)
por Jia (2016), o qual afirma que Bi2WOs Nanosheets foi o responsavel por melhorar o efeito
bactericida de TiO2 sob luz visivel provavelmente pela producéo de espécies reativas de oxigénio
que oxidam e danificam a membrana da bactéria.

O bismuto também ja é reconhecido pela comunidade cientifica por sua capacidade de agir
como inibidor de proteinas intracelulares essenciais para a sobrevivéncia de certas bactérias como
Helicobacter pilori (WELLER, 2017).

Ren (2009b) ao analisar o efeito antibacteriano de nanoparticulas de Bi,WOs frente cepas
Gram negativas e Gram positivas obtiveram resultados significativos quando Ag foi depositado
junto ao material e irradiado sob luz UV (ultravioleta). No estudo de Li; Zizhen (2019), cristais de
Bi2WOe em morfologia hierdrquica semelhante a flores, também apresentaram atividade
antibacteriana frente E.coli quando o material foi irradiado com luz visivel. O presente trabalho é o
primeiro relato acerca das propriedades antibacterianas de nanofolhas em camadas bidimensionais
de Bi2WOe.
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De acordo com Velicky (2017), o desenvolvimento de novos materiais 2D ap0s 0 marco
inicial da descoberta do grafeno é extremamente importante, tendo em vista que o transporte
eletrbnico em uma Unica camada é mais eficiente quando comparado ao transporte em muitas
camadas, 0 que torna estes promissores em diversas areas, inclusive biomédica.

Em 1922, Wyckoff publicou os primeiros registros na literatura acerca dos molibdatos de
prata, onde apresentou o primeiro arranjo cristalino de Ag2MoQOs. A partir desse primeiro relato,
muitos outros estudos citam métodos de sintese diferentes e atividades atribuidas a estes
molibtados, como Ag:Mo0207, Ag2M03010, B-Ag2M00s € AgeM010033, (FENG; ZHANG et al.,
2011, TANG et al., 2013, TANG; FU et al., 2017, KUMAR et al., 2016, MOURA et al., 2017,
WANG et al., 2013).

No estudo de Hakouk et al. (2013), uma heteroestrutura resultante de nanofios ultrafinos de
Ag2Mo3010 2H0, sintetizados pelo método soft-chemistry (quimica branda) apresentou-se como
um eficiente fotocatalizador em solucdo aquosa do corante Rodamina B. Ferreira et al. (2019),
também verificaram que nanobastdes de molibdatos de prata obtidos pelo método sonoquimico,
como 0 Ag2Mo3010.2H-0, apresentam propriedades adsorventes fotocataliticas, sugerindo seu uso
no tratamento de aguas residuais.

Liu et al. (2020), sintetizaram Ag2M03010-1.8H20 com estrutura semelhante a hastes por
meio de precipitacdo quimica e apos essa obtencdo, Agl/Ag2Mo3010-1.8H.0 foi subsequentemente
formado. Nos testes para avaliar a atividade fotocatalitica desse material, também foram obtidos
resultados eficientes na degradacédo de corantes.

No estudo de Chen et al. (2015), foi sintetizada a nanoheteroestrutura Ag>S/Ag2M0301o por
meio de troca anidnica, onde nanoparticulas de Ag>S foram uniformemente dispersas na superficie
dos nanobastdes Ag-Mo03010, € apresentou atividade fotocatalitica na degradagdo do corante
rodamina sob luz visivel.

Moura et al. (2020), realizaram um levantamento de dados sobre os relatos na literatura,
acerca dos molibdatos e suas propriedades fotocataliticas, onde o Brasil foi identificado com um
dos paises que mais realizam estudos nessa area.

Com relagdo a fotocatalise de microrganismos e uma possivel atividade antibacteriana e
moduladora de molibdatos de prata, alguns estudos ja demostram esses efeitos: cristais de B-
Ag2MoO4 desempenharam atividade contra E.coli no estudo de Oliveira et al. (2017), ja Tang et al.
(2013) verificaram que nanoparticulas de Ag>Mo,07 foram eficientes contra E.coli e S. aureus.
Moura et al. (2017) identificaram que cristais de B-Ag2Mo0Os apresentam efeito antibacteriano
frente cepas Gram positivas e negativas e também é capaz de aumentar atividade de alguns
antibidticos. O presente estudo é o primeiro relato com relacdo a atividade antibacteriana e
moduladora dos cristais de trimolibdato de prata dihidratado (Ag2M03010.2H20).
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3.5 FOTOINDUCAO DE ESTRUTURAS E ATIVIDADE FOTOCATALITICA

Os poluentes organicos persistentes (POPs) ganham destaque em pesquisas que buscam
novas ferramentas para tratamento de efluentes, tendo em vista que estes sdo altamente resistentes
aos tratamentos convencionais como coagulacdo, oxidacdo biologica e quimica, adsorcéo e troca
ibnica. Esses poluentes sdo produzidos principalmente por atividades humanas industriais, agricolas
e urbanas, e ja foram encontrados em rios, lagos, oceanos e até em &gua potavel, constituindo um
sério problema de salde ambiental e humana devido as suas propriedades toxicas e cancerigenas
(DAMALAS; ELEFTHEROHORINOS, 2011).

Diante desse problema, a fotocatélise heterogénia é uma tecnologia ativa para remediacao
ambiental, pois € um processo Catalitico Oxidativo Avancado (POA), onde, em geral, ocorre a
formacdo de compostos oxidativos altamente reativos, como o 0zénio (O3), peréxido de hidrogénio
(H202) e radicais hidroxila (*OH), levando a uma degradagdo muito rapida dos poluentes organicos
(MOREIRA et al., 2017).

Essa catélise heterogénea, refere-se ao processo em que o catalisador e 0s reagentes estdo
em diferentes fases, onde os reagentes sdo geralmente liquidos ou gases e o catalisador, um sélido,
ja na catalise homogénea, eles estdo na mesma fase, como um complexo metélico solavel. A
nanocatalise é considerada como uma espécie de ponte entre esses dois processos, pois ao utilizar
nanoparticulas, é possivel aumentar a area superficial do catalisador a assim melhorar o contato
reagentes-centro catalitico, semelhante a catalise homogénea e ao mesmo tempo, quando esses
nanomateriais estdo imobilizados em um suporte sélido, é possivel separa-los de forma bastante
simples das misturas reacionais, como ocorre na catalise heterogénea (PARMEGGIANI;
CARDONA, 2012, RANADE; JOSHI, 2016).

Quando na presenca de luz, no espectro visivel ou ndo visivel, ocorre a ativacdo de um
fotocatalizador (complexos metélicos ou corantes organicos) e assim, a transferéncia de um elétron
(SET — Single Electron Transfer) a um substrato no processo chamado gquenching, tem-se a
chamada catélise fotoredox (YOON; ISCHAY; DU, 2010). J& a fotoinducdo, ocorre quando 0s
substratos sdo fotoativados na presenca de luz, sem a necessidade de um fotocatalizador (WANG;
FANG; CHEN, 2016).

Nos processos de fotocatalise, os semicondutores sdo sélidos em que os atomos estdo
organizados em uma rede tridimensional infinita e geralmente sdo nanocristalinos, favorecendo a
producdo de sitios oxidantes e redutores que podem ser utilizados na recuperacdo ambiental por
meio de luz visivel. Muitos estudos estdo sendo realizados no intuito de desenvolver materiais que

possam ter acdo sob luz visivel do espectro solar, por ser uma fonte limpa, segura, renovavel e
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abundante, ja que a utilizacdo de luz UV em escala industrial ainda é pouco aplicavel (MARQUES;
STUMBO; CANELA, 2017).

Esses semicondutores utilizados nos processos de fotocatalise, sdo0 compostos que possuem
uma banda de energia, onde a banda de conducéo (BC) esta separada da banda de valéncia (BV) por
uma energia de band-gap (Eg). Os o6xidos de metais de transi¢cdo mais usados sdo Fe>Os, ZnO, ZnS,
Cds, TiO2, sendo esse ultimo o mais empregado, por ser estavel em meios acidos e basicos, ndo ser
toxico, de baixo custo, ter alta eficiéncia fotocatalitica e esta disponivel em diferentes formas
cristalinas (GAO et al., 2017; CHEN et al., 2017).

Catalisadores a base de bismuto também vém sendo desenvolvidos para utilizacdo em
processos fotocataliticos heterogéneos, e esse efeito, pode ser melhorado modificando algumas
caracteristicas do material, como morfologia, cristalinidade, tamanho e area superficial (DI PAOLA
etal., 2012).

Os oOxidos semicondutores sdo compostos promissores com relacdo a aplicacdo na
descontaminacdo ambiental por meio da fotocatalise, principalmente com a associacdo a luz solar.
Esse processo é bastante interessante e vantajoso, entretanto, torna-se um desafio sintetizar
nanomateriais que consigam aproveitar de forma totalmente eficaz esse tipo de luz em toda a faixa
espectral (HERNANDEZ et al., 2015).

Além da busca por novos materiais que consigam degradar poluentes, fontes de luz também
estdo sendo pesquisadas, como os LEDs, pois possuem eficiéncia energética, tem uma vida util
prolongada e ao serem descartados, geram menos residuos tdxicos quando comparado a outras
fontes, contribuindo dessa forma para uma melhora no desempenho dos processos e também na
diminuigdo de custos (DAVIDIDOU et al., 2018).

A industria téxtil é uma das mais responsaveis pela geracdo de residuos poluentes do meio
ambiente, assim, emprega algumas técnicas de tratamento baseadas em processos bioldgicos e
fisico-quimicos. Apesar disso e tendo em vista a quantidade de residuos gerados e a escassez de
recursos hidricos, novos métodos que empregam a fotocatalise heterogénea estdo sendo
desenvolvidos, principalmente para remoc¢do de cor e matéria organica dos efluentes téxteis,
diminuindo bastante a toxicidade (DOS SANTOS RIBEIR; FERRARI; TAVARES, 2020).

Outra aplicacdo dos processos oxidativos mediados por nanoparticulas semicondutoras, é na
pavimentacdo asféltica, tendo em vista o grande impacto ambiental causado pelo transporte
rodoviario. O objetivo desse metodo € realizar a degradacdo de poluentes do ar atmosférico,
principalmente os éxidos de nitrogénio (NOX) e assim melhorar a qualidade do ar dos grandes
centros urbanos (FAN et al., 2018).

A destruicdo de microrganismos por meio da fotocatalise heterogénea, € um método também

empregado para desinfecgdo ambiental, tendo em vista que ocorrem uma série de eventos que
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levam a morte da célula bacteriana, como os danos na parede e membrana citoplasmatica, e também
ataques diretos ao meio intracelular, uma vez que as proteinas bacterianas sdo degradadas de forma
muito rapida nesses processos, e em alguns casos ocorre dano até mesmo ao material genético
(PIGEO-TREMY et al., 2011). Teodoro et al. (2017) conseguiram eliminar completamente
coldnias de E.coli ao empregar a fotocatalise heterogénea utilizando luz UV e o semicondutor TiO».

A ineficiéncia dos métodos de tratamento de efluentes ou até mesmo a auséncia desses nos
municipios, associada ao consumo exacerbado de antibi6ticos, contribuem para a onipresenga
desses farmacos em diversos ambientes, principalmente aquaticos, aumentando a proliferacdo de
bactérias multirresistentes e a toxicidade, o que torna imprescindivel, o desenvolvimento de novas
ferramentas eficientes para degradar esses compostos (SERNA-GALVIS et al., 2017).

Na veterinaria, 0 uso de medicamentos representa um problema ainda maior do que o
consumo humano, com relacdo ao seu descarte. Geralmente, os farmacos usados em animais, Sao
administrados em doses bem maiores e os efluentes veterinarios sdo descartados no solo, onde na
maioria das vezes, ndo sdo submetidos a qualquer tratamento anterior, poluindo as &guas
subterraneas (CALIMAN, GAVRILESCU, 2009).

Dos Santos et al. (2017), conseguiram obter resultados eficazes na degradacéo do cloridrato
de norfloxacina ao empregar a fotocatalise heterogénea. Utilizando esse mesmo método, Mendes,
Monteiro, Pontual (2020), verificaram fotocatalise do antibidtico metronidazol, reduzindo sua
concentragdo em torno de 86%. No estudo de Carvalho et al. (2017), a ciprofloxacina foi
fotodegradada de forma eficiente e com baixo custo ao utilizar o semicondutor em espuma vitrea
fotocatalisadora (EVC).

Os resultados dos testes de Baneshi et al. (2018), mostraram que o método fotocatalitico
empregado para degradacdo da gentamicina em solugédo aquosa, tanto sob luz UV quanto luz solar
natural, sdo eficazes. Chen et al. (2013), conseguiram causar uma fotodegradacdo de outro
aminoglicosideo, a amicacina, removendo-a de solu¢do aquosa sob luz solar artificial, assim torna-
se cada vez mais importante, estudos de sintese e aplicacdo de materiais nanoestruturados para

recuperagdo ambiental.
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morbidade, juntamente com taxas alarmantes de ineficAcia como resultado da resisténcia
antimicrobiana adquirida. Bi2WOe mostrou bom potencial para ser usado como substéncia
antibacteriana quando exposto a luz. Este estudo demonstra pela primeira vez a atividade
antibacteriana dependente da dimensdo de nanofolhas de Bi,WOe em camadas. Materiais e
métodos: As nanofolhas de Bi:WOs em camadas sintetizadas foram preparados pelo método
hidrotérmico e caracterizados por difracdo de raios X em pé (DRX), microscopia eletrénica de
varredura (SEM), microscopia de forca atdmica (AFM) e espectroscopia de infravermelho Raman e
com transformada de Fourier (FTIR). As atividades antibacterianas e de modulacdo de antibioticos
foram realizadas em triplicata pelo método de microdilui¢do associada a irradiacdo de luz visivel
(LEDs). Resultados: As nanofolhas de Bi,WOs foram eficazes contra todos os tipos de bactérias
testadas, com valores de MIC de 256 pg/mL contra cepas padrdo e resistentes de Escherichia coli, e
256 pg/mL e 32 pg/mL contra cepas padrdo e resistente de Staphylococcus aureus,
respectivamente. As nanofolhas de Bi:WOs bidimensionais (2D) mostraram eficiéncia
antibacteriana contra ambas as cepas estudadas sem a presenca de luz. Conclus@es: As nanofolhas
de Bi2WOes em camadas revelaram atividade antibacteriana dependente da dimensdo do sistema
Bi-WOe.
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Abstract: Background: Pathogenic microorganisms are causing increasing cases of mortality and
morbidity, along with alarming rates of ineffectiveness as a result of acquired antimicrobial resistance.
Bi, WO, showed good potential to be used as an antibacterial substance when exposed to visible
light. This study demonstrates for the first time the dimension-dependent antibacterial activity of
layered Bi; WOy nanosheets. Materials and methods: The synthesized layered Bi; WOy nanosheets
were prepared by the hydrothermal method and characterized by powder X-ray diffraction (XRD),
scanning electron microscopy (SEM), atomic force microscopy (AFM), and Raman and Fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR). Antibacterial and antibiotic-modulation activities were
performed in triplicate by the microdilution method associated with visible light irradiation (LEDs).
Results: Bi, WO, nanosheets were effective against all types of bacteria tested, with MIC values of
256 ug/mL against Escherichia coli standard and resistant strains, and 256 pg/mL and 32 pg/mL
against Staphylococcus aureus standard and resistant strains, respectively. Two-dimensional (2D)
Bi, WO nanosheets showed antibacterial efficiency against both strains studied without the presence
of light. Conclusions: Layered Bi, WO, nanosheets revealed dimension-dependent antibacterial
activity of the BiyWOg system.

Keywords: bismuth tungstate; structural properties; antibacterial agent; antibiotic resistance

This article is an open access article
distributed under the terms and
conditions of the Creative Commons
Attribution (CC BY) license (https://
creativecommons.org /licenses /by /
4.0/).

1. Introduction

Microbial infections triggered by resistant pathogens have raised important public
health problems in the world, being currently the focus of study by multiple researchers
in an intent to provide safer, effective and less harmful antimicrobials [1]. Among the
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various fields under intense research, nanobiotechnology has been on high demand, with
an increasing number of nanomaterials being highlighted in several scientific studies as
a possible alternative to fight resistant microorganisms. Characterized by a very small
size, but with a large surface area, such nanoformulations have revealed the capability of
improving the delivery of drugs in specific tissues, ultimately boosting drugs’ effectiveness
and a reduction in adverse effects, as both dose and time of action can be thoroughly
controlled [2].

After the discovery of graphene, nanomaterials with a 2D dimension are increasingly
being targeted by research seeking to elucidate physical properties in relation to their
bulk precursors [3]. However, in the post-graphene era, numerous inorganic materials in
the form of layers have been extensively investigated, such as transition metal dichalco-
genides [4] and layered metal oxides [5], among others. Monolayered bismuth tungstate
{BizWOg) nanosheets is a representative example; the Aurivillius oxide BizWOg nanosheets
has a sandwich substructure of [BiO]*—[WQ4]*~—[BiO]*. Layered BizWOs nanosheets
were obtained by a cetyltrimethylammonium bromide-assisted bottom-up route [6].

Bismuth tungstate (Bi;WO;) has received huge attention as a visible light photocat-
alyst [7]. BiaWOg has shown interesting photochemical stability and reusability, being
potentially useful for environmental treatment purposes, while also exhibiting photocat-
alytic degradation of Erichrome Black T (EBT) organic dye [8]. Furthermore, Bi; WO,
exhibited photocatalytic activity for degrading norfloxacin and enrofloxacin under visible
light irradiation, meaning its feasible application along with fluoroquinolone antibiotics [9].
In a study, Aurivillius oxide Bi; WQ,, was applied as an effective visible light-driven antibac-
terial photocatalyst for Escherichia coli's inactivation, where neither visible light without the
photocatalyst nor Biz WOy in the dark revealed bactericidal effects. Thus, the bactericidal
effect in E. coli was certainly attributed to the photocatalytic reaction of BizWOg under
visible light irradiation [10].

In this sense, the present study aims to assess, for the first time, the antibacterial
and antibiotic modulation effects of layered Bi: WOy nanosheets against the standard and
multidrug-resistant (MDR) Staphylococcus aurens and E. coli. Two-dimensional (2D) BizWOg
nanosheets showed antibacterial efficiency in both studied strains (Gram-negative and
Gram-positive bacteria) without the presence of light (in the dark), showing a dimension-
dependent antibacterial activity of the Bi:WOy system and improving its properties in
relation to the bulk material.

2. Results and Discussion

2.1. Characterization of Layered Bi; WOz Nanosheets

Figure 1 shows the XRD powder pattern of BizWO; obtained by a CTAB-assisted
hydrothermal method. The crystalline nature of the samples was confirmed, and all
diffraction peaks can be indexed to an orthorhombic Bi; WO, phase with lattice parameters
a=5457 A, b =5436 A and ¢ = 16427 A (JCPDS Card N° 73-2020), without secondary
phase. The intensity ratio of the (020)/(200) Bragg peak to the (113) peak was higher than
the standard value. In addition, the full width at half maximum (FWHM) of the (200)/{020)
Bragg peak was narrower than that of the (113) peak. This analysis indicates a higher grain
size of the synthesized bismuth tungstate along the (100) and (010) directions compared
to the (001) direction [11]. The AFM images (Figure 2a,b) and the corresponding height
histograms {Figure 2c,d) of the layered BizWOj; nanosheets show that the monolayer has a
thickness of about (1.9 nm, which is in agreement with that of Bi; WO, monolayer along the
{001) direction. In addition, the three-dimensional {3D) morphology in Figure 2b indicates
that the layered BizWOjs nanosheets have a dense and flat morphology. Therefore, the AFM
result agrees with the XRD results. Furthermore, this result is in perfect agreement with
data obtained by Zhou et al. [6], who showed by high resolution transmission electron
microscopy (HRTEM) and atomic force microscopy (AFM) that layered Bi; WO nanosheets
obtained by CTAB-assisted hydrothermal synthesis exposes (001) facets. In addition, the
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authors showed that layers had a thickness of 0.8 nm, i.e., the Bi;WOg monolayer along
the (001) direction features 1/2 the size of the unit cell in the c-axis direction.
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Figure 1. X-ray diffraction pattern of layered Bi;WOg nanosheets obtained by CTAB-assisted hy-
drothermal synthesis.
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Figure 2. AFM images of the layered Bi;WO; nanosheets: (a) Surface topography, (b) three-
dimensional image and (c-e) the corresponding height histograms.

As stated above and looking at Figure 3, Aurivillius Bi;WOj is a layered material built
up of [BizOs] layers and corner-shared WOg octahedral layers, whereas the Bi,WOg mono-
layer has a sandwich substructure configuration of [BiO]*—[WO,]>~—[BiO]* exposing
the Bi atoms on the surface. The morphology of the two-dimensional Bi; WO, nanosheets
can be shown by the SEM images (Figure 4), which clearly reveal Bi;WOjs exhibiting thin
two-dimensional structures.
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Figure 3. Bi;WO;, monolayer substructure configuration of [BiO]"—[WOy P —BiO]* exposing the
Bi atoms on the surface.
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Figure 4. SEM image of layered BiWO; nanosheets prepared by hydrothermal route showing
two-dimensional structures.

The room temperature Raman and Fourier transform infrared (FTIR) spectra of the
synthesized layered Bi, WO, nanosheets are presented in Figure 5 and Table 1. The Raman
spectrum of BiaWOg monolayers in the spectra range between 100 and 900 cm™! presents
broad Raman peaks, some even overlapping forming only shoulders, making them difficult
to distinguish in the unpolarized spectrum (See Figure 5a). On one hand, the Raman
spectrum exhibits significant changes as the crystallite size decreases, comparing the
Raman spectrum of Bi;WOg monolayers with the spectrum of BiyWOjg bulk structures. On
the other hand, the Raman spectrum obtained is in full agreement with what is shown in
the literature for nano-sized materials [12]. Looking at the FTIR spectrum in Figure 5b, we
see that the broad band at 3460 cm™! corresponds to the stretching vibration of O-H bonds,
indicating water molecules adsorbed on the surface of the sample. The 2921 cm~! and
2854 cm ™! are associated with the C-H stretching vibrations of the methyl and methylene
groups of CTAB used in hydrothermal synthesis [13]. The assignment of the Raman and
FTIR modes that come from the W-O or Bi-O bonds are listed in Table 1. In summary,
the FTIR and Raman spectra obtained are in full agreement with what is shown in the
literature and in agreement with the XRD results [12,14,15].
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Figure 5. (a) Raman and (b) FTIR spectra of layered Biz WO nanosheets at room temperature.

Table 1. Observed Raman and FTIR modes of layered Bi, WO, nanosheets.

Observed Modes (cm—1)

Assignment
Raman Infrared

827 524 Asymmetric stretching of WO,
797 - Symmetric stretching of WO,
723 726 Asymmetric stretching of WO,
601 597 Bending of WO,

412 . Bending of WO

329 - Bending of Bi-0O bonds
306 - Bending of WO,

283 - Bending of WO

262 - Bending of WO,

226 - Bending of WOy

159 - Translational mode (Bi)

2.2. Antibacterial Activity of Layered Bi»WO; Nanosheets

Bi, WO, nanosheets revealed to be effective against all kinds of bacteria tested, with
a MIC of 256 ug/mL against E. coli standard and resistant strains, and of 256 pg/mL
and 32 pug/mL against 5. aurews standard and resistant strains, respectively (Table 2).
Evaluating the antibacterial activity of Bi; WO, nanosheets under LED irradiation with
varying wavelengths (415, 620 and 590 nm), no photocatalytic reaction was observed, given
that MIC values do not decrease under visible light irradiation. Thus, Bi:WO; nanosheets
exhibit excellent antibacterial inactivation on E. coli and 5. aureus in the dark.

Table 2. MIC of layered Bi, WO, nanosheets.

Treatment E.C. ATCC 25922 S.A. ATCC 25923 E.C. 06 S.A.10
Bia WO monolayers 256 256 256 32
Bi, WO, + Blue Light 1.3 256 256 32
BiaWO5 + Yellow Light 256 256 512 B4
Bi, WO, + Red Light 256 256 256 32

5.4, Staphylococous aurens; EC., Eschericua coli. The MIC values are expressed in pg/ml.

In the study by Liet al. [16], the Bi; WO crystals in hierarchical flower-like morphology
did not reveal antibacterial activity against E. coli in the dark, as some effect was only
observed when the material was irradiated with visible light. Likewise, Hen et al. [10] using
Aurivillius oxide Bi2WOg as an effective visible light-driven antibacterial photocatalyst for
E. coli inactivation, did not report any bactericidal effect under visible light without the
photocatalyst nor Bi; WOy, in the dark. It is, however, worth noting that the results obtained
by Hen et al. [10] and Li et al. [16] attributed the bactericidal effect to the photocatalytic
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reaction of BioWOjg (bulk) under visible light irradiation. In the present study, it was
demonstrated that the antibacterial activity of the layered Bi; WO, nanosheets was intrinsic
to the material {no need for the presence of visible light).

Regarding the antibacterial effect of BizWOg nanosheets, an intrinsic clinical relevance
was found with the standard stated by Houghton et al. [17]. Another interesting point to
underline is that this material affects Gram-positive and Gram-negative bacteria equally,
which highlights the great clinical and technological potential of this material. This is
especially important in view of the significant increase in resistance mechanisms developed
by E.coli and 5. aureus, such as the alteration of cell membrane permeability, making it
difficult for antibiotics to enter and change the target drug binding sites, respectively [18,19].

In addition, the crystalline structure of layered BixWOj; nanosheets has the ability
to generate e —h* pairs, while the sandwich substructure of [BiO]*—[WO*~—{BiO]*
monolayer BioWO, simulates the heterojunction interface with space charge that promotes
the separation of carriers generated in the interface [6]. As a result, such species interact
with Hz0, triggering the formation of OH*, H*, and :*, which can act on the cells’
surface to degrade some components of bacterial cell membrane. Cell rupture can cause
the bacteria to lose function and eventually lead to cell death [20]. Moreover, the high
surface area/volume ratio of 2D Bi:WOg nanosheets favors the interaction between the
sample and the bacterial membrane, facilitating possible adsorption processes. Therefore,
based on the results discussed above, it is possible to observe the possibility that the
mechanism responsible for the antibacterial activity of Bi; WO, monolayers is related to
the two-dimensional property of the system.

2.3. Modulation of Autibiotic Activity by Layered BizWOg Nanosheets

Data obtained on the modulation of antibiotic activity demonstrated by Bi; WO,
nanosheets are shown in Figure 6. The compound significantly raised the MIC of both an-
tibiotics (amikacin and gentamicin) against Gram-negative and Gram-positive strains, show
no improvements in antibiotic activity, and the associations even resulted in
antagonistic effects.

The association of aminoglycosides under visible light irradiation may represent a
promising strategy in the treatment of skin infections caused by resistant bacteria. Therefore,
in this study the antibioticc-modulating effects of LED light exposure associated or not
with Bi;WOy nanosheets was investigated (Figure 7). No potentiation of the action of
aminoglycosides associated with Bi2WOs nanosheets against Gram-positive and Gram-
negative strains was stated, regardless of LED wavelength. Thus, the strong antagonistic
effects observed when aminoglycosides were used in combination with Bi; WOy nanosheets
under visible light irradiation against Gram-positive and Gram-negative strains seem to
be related to the high photocatalytic potential of bismuth tungstate in degrading organic
compounds [8,9].

e
-

-

300+ | 1 Bl Amikacin
P

= Amikacin+ BiWi,
Ea Gentamicin
2004 == Gentamicin + Bi; WO,
1004
0 T

E.coli S.aureis

MIC {pg/mL)

Figure 6. MIC of amikacin and gentamicin alone, or in the presence of Bi: WO monolayers, against
multi-drug resistant strains of 5. aurens and E. coli. **** p < 0.0001, *** p < 0.001, ** p < 0.0L
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(c) red LED lights, against MDR S. aureus and E. colf strains. *** p < 0.0001, ** p < 0.01, ns: value statistically non-significant.
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The emergence of antibiotic resistance by pathogenic bacteria occurs due to sev-
eral factors and, among these, the inappropriate drugs’ disposal stands out. Specifically,
wastewater from health facilities, mainly hospitals, stands out as an important source
of emission of antibiotics in the environment and, thus, it is important to degrade these
compounds before disposal. In this sense, current research is seeking new agents capable
of acting as photocatalysts [21], and Bi; WO, nanosheets showed a good potential in the
treatment of effluents containing gentamicin and amikacin.

3. Materials and Methods
3.1. Synthesis

The synthesis of layered Bi; WO, nanosheets was performed by a hydrothermal
method, as described previously [6]. Sodium tungstate dihydrate [Na, WO, -2H,0] {=99%,
Sigma-Aldrich, 5t. Louis, MO, USA), bismuth nitrate pentahydrate [Bi(NOz)3-5H20]
(>98.0%, Sigma-Aldrich, 5t. Louis, MO, USA) and hexadecylirimethylammonium—CTAB
[CH3(CH,);5MN{Br)(CH;)3] were used as starting precursors. In a synthesis procedure,
1 mmol of Na; WO, -2H,0, 2 mmol of Bi(NO;);-5H;0 and 0.05 g of CTAB were dissolved
in 80 mL of delonized water. This aqueous solution was stirred for 30 min at an average
speed of 1500 rpm. The resulting solution was transferred to a 100 mL Teflon-lined stainless
autoclave and maintained at 120 °C for 24 h. The white precipitates were repeatedly
washed with deionized water and dried in an air oven at 60 °C for 10 h.

3.2. Structural Characterization

Structural characterization was performed by X-ray diffraction (XED) using a Mini-
Flex Rigaku diffractometer. Morphological analysis of layered Bi; WO nanosheets was
carried out in a scanning electron microscope (SEM) model Vega3 Tescan. Atomic force
microscopy images were recorded using NTMDT microscope. Fourier Transform Infrared
(FT-IR) spectra were obtained using a Perkin Elmer Spectrum Two spectrophotometer.
Raman measurements were performed by a Horiba LabRaman spectrometer.

3.3. Analysis of Antibacterial Activity and Antibiotic Resistance Modulation

The antibiotic-enhancing activity was assessed using the methodology of Coutinho
etal. [22].

3.4. Experiments with LED Light Exposure

The Light Emitting Diodes-LED device (a light emitting diode; NEW Estetica™, For-
taleza, Brazil) was used in the experimental protocols. The LEDs with a wavelength
predetermined by the device used were blue (415 nm), red (620 nm) and yellow (5390 nm).
To assess the effect of LED light exposure on bacterial growth in modulating antibacterial
activity, cultures and treatments were performed as described above. Plates were exposed
to blue, red or vellow light for 20 min and then incubated at 37 “C for 24 h. Plates without

exposure to LED light were used as experimental controls. Readings were performed as
described above.

3.5. Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using the GraphPad Prism 6.0 software, with
an alpha set at 0.05. One-way analysis of variance (ANOVA) and Bonferroni's post-
hoc tests were used to address differences between groups. More details are shown in

Supplementary File 51.

4. Conclusions

Data obtained in this study provide significant insights into the dimension-dependent
antibacterial activity of layered Bi;WO, nanosheets. The crystalline nature of the sam-
ples was confirmed, and all diffraction peaks were indexed to the orthorhombic BiWO,
phase. Two-dimensional (2D) BizWOg nanosheets showed antibacterial action against

Producdo Cientifica 43



Antibiotics 2021, 10, 1068 9of 10

the strains studied without the presence of light, and also revealed a possible catalytic
effect of antibiotics. Further studies are needed toward a more in-depth understanding
on this action.

Supplementary Materials: The following are available online at https:/ /www.mdpi.com /article/
10,3390/ antibiotics 10091068,/ 51, File 51: Synthesis, characterization and microbiological testing:
extended methodology.
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Resumo do artigo em portugués:

O presente estudo relata a sintese, caracterizacdo e propriedades antibacterianas de nanobastdes de
trimolibdato de prata (Ag2M03010.2H20). A sintese foi realizada usando um método hidrotérmico
convencional. A amostra foi caracterizada por microscopia eletrénica de varredura (MEV), difracdo
de raios X (DRX), espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR),
refletdncia difusa UV-Vis-NIR, anélise termogravimétrica (TGA) e Calorimetria de Varredura
Diferencial (DSC). A atividade antibacteriana direta foi avaliada pelo método de microdilui¢do para
determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM). Para avaliar a capacidade dos nanobastdes
Ag2M03010.2H,0 em modular a resisténcia antibacteriana, a CIM dos aminoglicosideos foi
estabelecida na presenca de uma concentracdo subinibitoria desta substancia isoladamente e
associada a exposicdo a luz LED. A caracterizacdo da amostra indicou que a sintese de trimolibdato
de prata gerou cristais nanométricos com morfologia bastonete, sem fases secundarias. O tratamento
com nanobastdes AgaMo03010.2H20 sozinho ou combinado com luzes LED visiveis apresentou
atividade antibacteriana clinicamente relevante contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas.
Esta nanoestrutura apresentou uma acdo moduladora de antibidtico variavel, que ndo foi melhorada
pela exposicao a luz LED visivel. No entanto, as luzes LED mostraram atividades promissoras de
aprimoramento de antibidticos na auséncia de nanobastdes Ag2Mo03010.2H20. Em concluséo, os
nanobastbes dihidratados de trimolibdato de prata tém propriedades antibacterianas que podem ser
fotocatalisadas pela exposicdo a luz visivel. Apesar de mostrar o uso potencial para combater a
resisténcia antibacteriana, a combinacdo simultanea de trimolibdato de prata, luzes LED visiveis e
drogas antibacterianas deve ser cuidadosamente analisada para evitar efeitos antagonistas que
possam prejudicar a eficacia da antibioticoterapia.

Palavras-chave: Trimolibdato de prata dihidratado. Nanobastdes. Atividade antibacteriana. Luz
LED. Resisténcia a antibidticos.
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The present study reports the synthesis, characterization, and antibacterial properties of silver trimolybdate (Ag:Mo50,,.2H,0)
nanorods. The synthesis was performed using a conventional hydrothermal method. The sample was characterised by scanning
electron microscopy (SEM), X-ray diffraction (XRD), Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy, UV-Vis-NIR diffuse
reflectance, thermogravimetric analysis (TGA), and differential scanning calorimeter (DSC). The direct antibacterial activity was
evaluated using the microdilution method to determine the minimum inhibitory concentration (MIC). To assess the ability of
AgzMo;0,0.2H;0 nanorods to modulate antibacterial resistance, the MIC of aminoglycosides was established in the presence of a
subinhibitory concentration of this substance alone and associated with LED light exposure. The characterization of the sample
indicated that the synthesis of silver trimolybdate generated nanometric crystals with rod-like morphology, without secondary
phases. The treatment with Ag;Mo0;0,,.2H,0 nanorods alone or combined with visible LED lights exhibited clinically relevant
antibacterial activity against both Gram-negative and Gram-positive bacteria. This nanostructure presented a variable antibiotic-
modulating action, which was not improved by visible LED light exposure. Nevertheless, LED lights showed promising antibiotic-
enhancing activities in the absence of Ag;M0;0,,.2H,0 nanorods. In conclusion, silver trimolybdate dihydrate nanorods have
antibacterial properties that can be photocatalysed by visible-light exposure. While showing the potential use to combat an-
tibacterial resistance, the simultaneous combination of silver trimolybdate, visible LED lights, and antibacterial drugs should be
carefully analysed to avoid antagonist effects that could impair the effectiveness of antibiotic therapy.
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1. Introduction

The molybdates, a group of inorganic substances belonging
to the family of transition-metal oxides, are formed by
combining the [MoO,]* ion with different cations. Studies
have demonstrated that these substances present unigue
physical properties such as ferroelasticity and ferroelec-
tricity, making them suitable for synthesising substances
with various sizes, morphologies, and applications [1].

Accordingly, metallic molybdates with variable chemical
and structural characteristics have been synthesised and
assessed for biological activities in different fields of in-
vestigation [2, 3]. In this context, silver molybdates such as
AgMoQy, AgaMoy05, and AgaMoz0yy can be obtained as
crystalline structures by combining molybdenum anions
with silver cations. Importantly, consistent evidence has
demonstrated that these compounds present remarkable
antibacterial properties, which indicate that they have the
potential to be used in targeted drug development to
overcome bacterial resistance [4-6].

These nanoscale material systems have been highlighted
in several scientific studies as a possible alternative to combat
resistant microorganisms, since they have a very small size,
but a large surface area, and are able to improve the delivery
of drugs in specific tissues. These characteristics lead to
increased efficacy and decreased adverse effects of antimi-
crobials by controlling the dosage and time of action [7].

The discovery of novel compounds with bactericidal and
bacteriostatic properties has gained increasing attention as
the rise of bacterial resistance to conventional antibiotics has
impaired the treatment of both community and hospital
infections [8]. Also, researchers have developed new strat-
egies to potentiate the activity of antibiotics against resistant
bacteria, including the association of conventional drugs
with new chemical entities and light-emitting diode (LED)
lights [9, 10]. In this context, previous research has dem-
onstrated that silver molybdates present a photocatalytic
activity [11]. Accordingly, it was reported that f-Ag,MoO,
exhibited potent photocatalytic activity concerning the
degradation of ciprofloxacin, which might be related to the
absorption of visible UV light [12].

The WHO (World Health Organization) encourages the
governments of various countries to support studies for the
development of effective and low-cost antibiotics, since the
pharmaceutical industry has encountered scientific and
economic difficulties during the development of these drugs
[13]. Therefore, considering the evidence that silver mo-
lybdates could modulate bacterial resistance [14-16], this
study aims to investigate the antibacterial, antibiotic-en-
hancing, and photocatalytic activities of silver trimolybdate
dihydrate (Ag:Mo30y4.2H,0) nanorods against resistant
strains of Staphylococcus aureus and Escherichia coli in as-
sociation with visible LED lights.

2. Materials and Methods

2.1. Synthesis and Characterization of Ag:Mos;04.2H0
Nanorods. Silver trimolybdate dihydrate (Ag:MoiO.
2H,0) nanorods were synthesised wusing a simple
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hydrothermal method, as described previously [17]. In brief,
0.1062 g of silver nitrate (AgNO;) and 0.2194g of ammo-
nium heptamolybdate tetrahydrate ({(NH,),Mo,0,,4H,0)
were dissolved in 20 mL of deionised water. These solutions
were then mixed, and the pH was adjusted to 2 with HNO,.
The resulting solution was transferred to a 50mL Teflon-
lined stainless autoclave and maintained at 140°C for 6 h. The
yellowish precipitates were repeatedly washed with deion-
ised water using a centrifuge at 3600 rpm for 15 minutes and
dried in an air oven at 70'C for 12h.

The morphological aspects of the samples were analysed
by scanning electron microscopy (SEM). The SEM images
were obtained using a Tescan Vega 3 SBU scanning electron
microscope. The structural characterization was performed
by X-ray diffraction (XRD) using a Mini-Flex Rigaku dif-
fractometer equipped with Cu Ka (A = 1.5418 A) radiation in
the 26 range of 10°-80°, with a step size of 0.02" and a count
time of 2s/step. Fourier transform infrared (FTIR) spectra
were taken from 4000 to 450 cm™’ using KBr pellets as a
reference using a Perkin Elmer Spectrum Two spectro-
photometer in transmittance mode. Thermogravimetric
analysis (TGA) and differential scanning calorimetry (DSC)
data were obtained using a simultaneous thermal analysis
equipment, STA 449 F3 Jupiter by Netzsch. A heating rate of
10°Cmin™" was selected to measure the sample under a
stream of nitrogen (100 mL-min'l}, between 25 and 600°C,
using AlLO; open capsules. The UV-Vis-NIR diffuse re-
flectance measurements were performed using a Shimadzu
UV-3600 spectrophotometer equipped with an integrating
sphere accessory (model ISR-3100). Diffuse reflectance
analysis was used to estimate the band gap of the compound.

2.2, Antibacterial Activity Analysis. The standard (E. coli
ATCC 25922 and 8. aureus ATCC 25923) and multidrug-
resistant (8. aureus 10 and E. coli 06) bacterial strains used in
this study were provided by the Laboratory of Microbiology
and Molecular Biology (LMBM) from the Regional Uni-
versity of Cariri (URCA). The antibiotics amikacin and
gentamicin, as well as all reagents used in the tests, were
purchased from Sigma Chemical Co. (5t Louis, USA). All
drugs were diluted in distilled water to an initial concen-
tration of 1024 ug/mL.

The MIC of each drug was determined using the broth
microdilution method. All strains were cultured in a heart
infusion agar (HIA) solid medium for 24 h at 37°C. Samples
were transferred from the solid medium to test tubes
containing sterile saline, and turbidity was assessed using a
value of 0.5 on the McFarland scale. Fach inoculum was
prepared with 10% BHI (brain heart infusion) to obtain a
dilution of 1: 9. Next, 100 4L of inoculum in the medium was
transferred to wells on a 96-well plate with 100 uL of the
drugs at concentrations ranging from 512 to 8 yg/mL, fol-
lowed by incubation at 37°C for 24 h. Wells containing only
the inoculum in BHI were used as a growth control [18-20).
After incubation, 20 yL of 0.01% sodium resazurin solution
was added to each well, followed by incubation for 1h at
room temperature. A change in the color of the solution
from blue to red indicated bacterial growth. The MIC was
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defined as the lowest concentration capable of inhibiting
bacterial growth [21]. All experiments were carried out in
triplicate.

2.3, Analysis of Antibiotic Resistance Modulation by
Ag:Mo3015.2H-0 Nanorods. The antibiotic-enhancing ac-
tivity was evaluated using the methodology described by
Coutinho and collaborators [19]. To this end, the bacterial
inocula were prepared in BHI as described abowve, and
Ag;Mo;0,.2H,0 nanorods were added at a subinhibitory
concentration (equivalent to its MIC: 8 ug/mL). All wells on
a 96-well plate were filled with 100uL of this solution,
followed by adding 100 uL of each antibiotic at concentra-
tions ranging from 512 to 0.5 gg/mL. The MIC of each drug
was determined, and the occurrence of synergism was
interpreted as an enhanced antibiotic activity. Experimental
controls and readings were performed as previously
described.

2.4. Evaluation of Antibiotic-Modulating Activity in Associ-
ation with LED Light Exposure. A light emitting diodes
(LEDs) device (NEW Estetica®) was used in the experi-
mental protocols. This device allows illuminating the sam-
ples with red (620 nm), yellow (590 nm), and blue (415 nm)
colored light and also a combination of these colors; the
wavelength is predetermined by the apparatus.

To evaluate the effect of LED light exposure on bacterial
growth on antibacterial activity modulation, cultures and
treatments were carried out as previously described. The
plates were exposed to either blue, red, or yellow light for
20min and then incubated at 37°C for 24 h. Plates without
LED light exposure were used as experimental controls. The
readings were performed as described before.

2.5, Statistical Analysis. Data are expressed as mean-
tstandard deviation, and differences were evaluated
through analysis of variance (ANOVA) followed by Bon-
ferroni's post hoc test using the GraphPad Prism 6.0 soft-
ware. The differences with p<0.05 were considered
significant.

3. Results and Discussion

Morphology of the as-prepared AgaM030,.2H,0 nanorods
was evaluated by the SEM technique. Figures 1(a) and 1(b)
show the SEM images of the sample in low and high
magnifications, respectively. Figures 1(a) and 1(b) show that
the material formed has unique straight rod-like structures
without links between rods. In addition, the as-prepared
material presented high morphology homogeneity. Amor-
phous materials or aggregates were not detected, confirming
that the synthesis procedure using the hydrothermal method
resulted in a sample of excellent purity and quality. The
diameter size distribution histogram (Figure 1(c}) of the
nanorods shows that the average diameter size obtained is
136nm (range of 54-350 nm).

The XRD pattern of the samples obtained in the present
study is shown in Figure 2. The crystalline nature of the
Ag,Mo,0,,.2H,0 nanorods was confirmed by XRD anal-
ysis. The respective positions of diffraction peaks in the XRD
pattern found are in good agreement with the results re-
ported by the Inorganic Crystal Structure Database (ICSD)
N" 162219, indicating the formation of Ag:Mo,0,5.2H;0
crystals with orthorhombic structure and space group D_'.EE
(Pruma), without secondary phases. The sharp and well-
defined diffraction peaks indicated a high degree of struc-
tural order and crystallinity at the long-range, proving the
effectiveness of the synthesis method employed in this work.

The FTIR spectrum of Ag:M0309.2H,0 nanorods at
atmospheric conditions in the spectral range between 4500
and 450cm™" is shown in Figure 3. The vibrational bands
between 500 and 1000 cm ™' were assigned to the strﬂchin%
modes of AgaMo3040.2H,0. The peak around 1625cm™
and the broadband between 3000 and 3500 cm—1 were at-
tributed, respectively, to the bending and stretching vibra-
tions of the H,0 molecules, both connected to
AgsMo304.2H,0 (crystallised water) and adsorbed on the
surface of the nanorods. The relative positions of all infrared
modes of silver trimolybdate dihydrate nanorods are con-
sistent with the literature data, confirming the results of the
XRD analysis [17].

Figure 4 shows the mass changes and heat flow rate of the
thermal modifications of Ag;Mos04.2H;0 nanorods de-
termined by thermogravimetric analysis (TGA) and dif-
ferential scanning calorimetry (DSC) techniques. Following
the characterization of the Ag:Mo30,4.2H;0 nanorods, the
DSC analysis shows four events (Figure 4). The first en-
dothermic event occurs at temperatures below 100°C and
corresponds to the loss of adsorbed water on the surface of
the nanorods. The second endothermic event occurs at
approximately 250°C and corresponds to the loss of crys-
tallised water in the sample. A third event is observed at
around 335°C and indicates a structural phase transition of
AgaMo3:01.2H0. The last endothermic event occurs at
about 530°C, corresponding to the decomposition of the
sample. Two distinct mass loss steps were detected in the
TGA curve. The first thermal event, around 65-120"C, with a
mass loss of 0.5%, is attributed to the loss of adsorbed water
on the surface of the nanorods. The second thermal event,
which occurs between 230 and 70°C, with a mass loss of
0.5%, corresponds to the loss of crystallised water in the
AgsMo3z014.2H,0 nanorods. The DSC and TGA results are
in excellent agreement and indicate that the sample has a
wide range of thermal stability and, as such, can be used in
thermal processes that involve the production of antibac-
terial composites.

The energy gap (Egap) ongzMogom_ZHED nanorods can
be estimated by extrapolating the linear part of Kubel-
ka-Munk function, which is the ratio between the ab-
sorption and scattering factor from the optical diffuse
reflectance spectrum [22]. Based on UV -visible diffuse re-
flectance measurements, a plot of (F{R)hy) U2 versus photon
energy (hv) is shown in Figure 5, where it can be seen that
AgaMo3010.2H,0 nanorods present a band gap energy
(Egagp) of about 2.80eV. The E,.p obtained is similar to that
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Figure 1: (a) Low and (b) high-magnification SEM images of Ag;Mo0;0,,.2H,0 nanorods prepared by the hydrothermal method
{magnifications: (a) 2 kx and (b) 10 kx). (¢c) The diameter size distribution of the nanorods.
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Figure 2: X-ray diffraction pattern of the Ag;Mo;0,,.2H,0
nanorods obtained by the hydrothermal method.
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Figure 3: FTIR spectrum of Ag;M010,,.2H,0 nanorods.
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Figure 4: Thermogravimetric (black) and differential scanning
calorimetry (red) curves of Ag;Mo0;0,4.2H,0 nanorods.
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Figure 5: Diffuse reflectance ultraviolet-visible spectrum of
Ag:Mo030,4.2H,0 nanorods.

reported in the literature [17] and is located in the visible
spectrum. The ability to absorb visible light makes this
material promising for research with photocatalytic activity.
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Tawre 1: Minimum inhibitory concentration (MIC) of Ag.Mo;0,4.2H,0.

Treatment E.C ATCC 25922 SA ATCC 25923 E.C 06 SA LD

AgaMo;04q.2H,0 512 426,66 512 512

AgaMoy0,52H,0 + blue light 853,33 682.66 =1024 =1024

AgsMog0 0 2H 0 + yellow light =1024 128 =1024 512

Ag:Moz0 0 2H0 + red light =1024 512 =1024 =1024

S A, Sraphylococcus aureus; EC.. Escherichia coli. The MIC values are expressed in pg/mL

500 =
400 =
300 4 e
= IO o
E —_—
100 = - I
E = r—-—— - =
]
= 40 o
m
0 =
E.coli 06 S.nureus 10
Bl Amikacin
[ Amikacin + Ag Mo, 0, 2H O
Bl Centamicin

I Centamicin + AH_MH}UNIH,U

Fiauke 6: Minimum inhibitory concentration (MIC) of amikacin
and gentamicin alone or in the presence of AgaMo;0,,2H,0,
against multidrug-resistant strains of <i>S. aureus</i> and <i>E.
coli<fi=. """ P <0.0001 indicates significant differences between
groups. Statistical significance was determined by one-way
ANOVA and Bonferroni's post hoe test.

The antibacterial activity analysis results, given in Table 1,
demonstrated that silver trimolybdate alone exerted a
moderate action against standard and multidrug-resistant
strains of 8 aureus and E. coli, with no significant variation
among these strains. Exposure to different LED lights
resulted in variable changes in the MIC of this compound.
While exposure to yellow light resulted in significantly in-
creased antibacterial activity of silver trimolybdate against
the standard 5. aureus strain, it does not affect the activity of
this substance against the corresponding resistant strain. In
addition, all other combinations of LED lights and
AgMo,0,,.2H,0 nanorods showed antagonistic effects,
indicating decreased antibacterial activity. Therefore, only
yellow light was found to present clinically valuable results
concerning the modulation of silver trimolybdate antibac-
terial activity. It is worth mentioning that this is the first study
reporting the antibacterial activity of AgMoz0,.2H,0
nanostructures.

The antibacterial activity demonstrated by silver tri-
molybdate dihydrate is corroborated by previous studies
demonstrating a significant action of g-Ag.MoO, crystals
against E. coli [16]. In addition, different compounds ob-
tained as silver molybdate crystals have demonstrated sig-
nificant activities against both Gram-positive and Gram-
negative bacteria [15], as well as against fungal strains [23].
However, the mechanisms of action underlying the anti-
bacterial effects of crystals containing silver atoms remain to

be fully characterised. Mevertheless, it has been suggested
that the chemical properties of these compounds favor their
interaction with the negatively charged peptidoglycan wall,
which could result in increased cell permeability, followed by
cell disruption and bacterial death [24]. In addition, since
bacterial cells present elevated concentrations of sulfur and
phosphaorus, the binding of these compounds to organelles
containing these elements could lead to impaired cellular
respiration and DNA denaturation, resulting in inhibition of
crucial processes for bacterial growth [25). Accordingly, Ali
and collaborators [26] reported that the antibacterial effect
of Ag-doped TiO, nanoparticles was associated with the
production of hydroxyl radicals, which mediated the for-
mation of pores in the bacterial cell membrane.

These results obtained are promising considering that
the pharmaceutical area is one of the most involved with the
study and development of nanoparticles, since they can
present different biological actions in the human body, ei-
ther by direct contact or by incorporation with other
products, being the main routes of entry into the body: the
skin (topical use), the lung (inhalation), and the gastroin-
testinal tract (ingestion) [27].

Concerning the events observed in the present study, the
generation of potent oxidative agents, including the superoxide
ion ('), OOH" radicals, and hydrogen ions (He), could occur
as a consequence of electron-hole transfer in the bulk-surface
interface [16). Therefore, oxidation of macromalecules such as
lipids, proteins, and nucleic acids could lead to significant
cytotoxicity [28]. Since Ag,Mo30,0.2H;0 nanorods present a
bandgap in the visible spectrum region (Figure 5), they can
absorb visible light, which in turn induces the formation of free
radicals generated by the transfer of electron-hole pairs on the
surface of the nanocrystals. Therefore, considering evidence
that this substance presents photocatalytic properties [17], we
analysed its antibiotic-enhancing properties associated with
exposure to visible LED light.

An analysis of the photocatalytic effect of LED lights in
association with AgaMo30,4.2H20 nanorods demonstrated
that exposure to blue and red LED lights resulted in no
clinically useful modulation of the antibacterial activity. In
addition, some combinations resulted in antagonistic effects
that could be harmful in antimicrobial therapy. Neverthe-
less, exposure to yellow light resulted in significantly in-
creased antibacterial activity of silver trimolybdate nanorods
against the standard 5. aureus strain. This finding corrob-
orated previous research showing that exposure to visible
light increased the activity of graphitic carbon nitride in-
corporated into silver nanoparticles against 8. aureus [29].

Following the antibacterial activity analysis, this study
evaluated the ability of Ag,Mo,0,,2H,0 nanorods to
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Fraure 7: Minimum inhibitory concentration (MIC) of amikacin and gentamicin alone or in the presence of AgaMo30 5 2H,0 and blue (a),
yellow (b, or red (¢} LED lights, against multidrug-resistant strains of 5. aurens and E. cali. **** P < 0.0001 indicates significant differences
between groups. Statistical significance was determined by one-way ANOVA and Bonferroni's post hoe test.

reverse bacterial resistance against amikacin and genta-
micin. As shown in Figure 6, the compound significantly
decreased the MIC of both antibiotics against the Gram-
negative strain. However, in the tests with §. aureus, the
association with a subinhibitory concentration of silver
trimolybdate nanorods caused no change in the MIC of
amikacin, besides increasing the MIC of gentamicin.
Therefore, these findings suggest that Ag,Mo,0,2H,0
nanorods reverted, at least partially, the degree of observed
resistance to aminoglycosides in E. coli, which was not
found in 5. aureus.

The synergism observed in the association between the
silver trimolybdate nanorods and the aminoglycoside an-
tibiotics represent a promising finding in targeted research
for antibacterial drug development. Evidence has pointed to
a massive increase in antibacterial resistance in E. coli strains
[19]. In this context, chemical compounds containing silver
have attracted considerable attention in antimicrobial
therapy, as they exert a direct antibacterial activity associated
with minimal induction of antibacterial resistance [30].
According to Smekalova and collaborators [31], the inter-
action between silver atoms and the peptidoglycan layer is
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favored in Gram-negative strains due to its thinner and less
rigid structure than in Gram-negative bacteria. Thus,
according to this hypothesis, the interaction with the pep-
tidoglycan would facilitate the penetration of the amino-
glycosides, justifying their enhanced antibacterial activity
against E. coll.

As we demonstrated that LED light exposure differen-
tially modulated the antibacterial activity of silver trimo-
lybdate nanorods, which in turn presented antibiotic-
modulating properties in association with aminoglycosides,
this study investigated the antibiotic-modulating effects of
LED light exposure associated or not with Ag:Mo30y,.2H;0
nanorods (Figures 7(a)-7(c)). Exposure to the blue LED} light
(A) potentiated the effects of gentamicin against both strains,
which was not found for amikacin. However, in the presence
of a subinhibitory concentration of Ag.Mo300.2H.0
nanorods, no improvement in antibiotic activity was ob-
served, and most associations resulted in antagonistic effects.
On the other hand, the yellow LED light (B) potentiated the
action of both antibiotics against E. coli, as well as potentiated
the action of gentamicin in front of 5. aureus. However, in the
presence of Ag,Mo,0,,.2H,0, both drugs presented reduced
antibacterial activities against resistant strains of E. coli and
5. aureus. Finally, exposure to the red LED light (C) increased
the activity of amikacin and gentamicin against E. coli and
5. aureus, respectively. However, when simultanecusly
combined with Ag;Mo30,0.2H;0 nanorods and irradiated
with the red light, both drugs had their MIC against 5. aureus
increased.

Studies have indicated that the antibacterial and anti-
biotic-modulating activities of LED lights are due to pho-
todynamic inactivation of microorganisms that results from
the generation of reactive oxygen species as a consequence of
the interaction between the emitted light and the photo-
sensitising agent [32]. Therefore, the association of ami-
noglycosides with LED lights may represent a promising
strategy for treating skin infections caused by resistant
bacteria. Notably, the development of target research aimed
at optimising the applications of microorganism photo-
inactivation can significantly contribute to advances in
combined therapy for bacterial diseases [33].

The present study results show that different wavelengths
in the visible spectrum can potentiate the action of ami-
noglycosides against both Gram-positive and Gram-nega-
tive strains. However, the simultaneous association with
Ag:Mo3014.2H,O nanorods seems to interfere with the
biochemical mechanisms involved in this phenomenon,
impairing antibacterial action. In addition, it has been
demonstrated that, due to the photocatalyst effect,
Ag:Mo3014.2H,0 nanorods can induce the degradation of
organic compounds such as strains, as well as the antibiotics
used. It is well known in the literature that the
AgsMo3014.2H;0 nanostructured is an efficient visible-
light-driven plasmonic photocatalyst for the degradation of
glyphosate and rhodamine B dye, which shows high effi-
ciency in the degradation of organic compounds [17, 34].

Liu et al. [35] synthesised Ag.Mo10y, 1.8H,0 with rod-
like structures by chemical precipitation, and after this
obtaining, Aglf Ag:Mo:0 1. 8H:0 was subsequently formed.

In tests to evaluate the photocatalytic activity of this material,
efficient results in dye degradation were also obtained.

Thus, significant degradation of aminoglycosides could
justify the frequent antagonistic effects resulting from the
simultaneous association with AgsMos0,0.2H,0 nanorods
and visible LED lights.

Other studies have already reported these photo-
catalytic effects of antibiotics, such as the degradation of
norfloxacin hydrochloride [36], gentamicin [37], and
amikacin [38], so it becomes increasingly important,
studies of synthesis and application of nanostructured
materials for environmental recovery, since the ineffi-
ciency of effluent treatment methods or even the absence
of these in municipalities, associated with the exacer-
bated consumption of antibiotics, contribute to the
ubiquity of these drugs in various environments, espe-
cially aquatic, increasing the proliferation of multidrug-
resistant bacteria and toxicity, which makes it essential,
the development of new efficient tools to degrade these
compounds [39].

4. Conclusion

The synthesis of AgaMo03044.2Hy0 nanorods using a simple
hydrothermal method generated nanometric crystals with
rod-like morphology. The treatment with silver trimolybdate
nanorods alone or combined with visible LED lights
exhibited clinically relevant antibacterial activity against
Gram-negative and Gram-positive bacteria. This nano-
material presented a variable antibiotic-modulating action,
which was not improved by LED light exposure. Never-
theless, visible LED lights showed promising antibiotic-
enhancing activities in the absence of Ag,Mo.0.2H,0
nanorods.

In conclusion, silver trimolybdate nanorods have anti-
bacterial properties that can be photocatalysed by visible-
light exposure. While showing the potential be used to
combat antibacterial resistance, the simultaneous combi-
nation of AgaM0:019.2HyO nanorods, LED lights, and
antibacterial drugs should be carefully analysed to avoid
antagonist effects that could impair the effectiveness of
antibiotic therapy.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

5.1 ASPECTOS GERAIS DA PRODUCAO CIENTIFICA

Os nanomateriais tungstato de bismuto e trimolibidato de prata dihidratado, foram
inicialmente sintetizados por meio do método de sintese hidrotérmica. As analises morfologicas e as
caracterizacdes estruturais dos materiais por MEV e XRD revelaram a estrutura em bastonete de
Ag2M03010.2H20 de natureza cristalina com alto grau de pureza e qualidade, uma vez que néo
foram observados materiais amorfos. Este resultado confirma a eficacia do método hidrotérmico ja
descrito na fundamentacéo tedrica, uma vez que foi possivel obter um material com 6tima qualidade
e com baixo custo. A cristalinidade das nanofolhas Bi,WQOs também foi confirmada pela analise de
difracdo de raio X e além disso, foi possivel observar que esse material apresenta uma configuracao
em sanduiche.

Os espectros de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) também foram
analisados, sendo consistentes com os dados da literatura e confirmando os resultados da anéalise de
XRD para os dois materiais. O espectro Raman obtido de Bi,WOs também estd em total
concordancia com o que é mostrado na literatura, assim como as analises de microscopia de forca
atbmica.

A andlise térmica DSC e TGA realizada com Ag2Mo03010.2H20, revelaram eventos
endotérmicos e exotérmicos que demonstram que este material apresenta uma ampla faixa de
estabilidade térmica, podendo ser utilizados em diferentes processos térmicos. Esse dado é bastante
interessante, do ponto de vista industrial, uma vez que esse material poderia ser empregado em
diferentes aplicacdes com uso de temperaturas variadas, como os tratamentos de efluentes. Com
base nas medicdes de refletancia difusa UV-Visivel, a capacidade dos nanobastdes de absorver a luz
visivel, torna este material promissor para pesquisas com atividade fotocatalitica.

Nos experimentos para avaliar o efeito antibacteriano desses materiais, foram observados
resultados promissores com as duas amostras, uma vez que os valores de concentracdo inibitéria
minima contra as duas bactérias foram considerados relevantes de acordo com dados da literatura.
Com base nos resultados, é possivel inferir a possibilidade de que o mecanismo responsavel pela
atividade antibacteriana das nanofolhas em camadas de Bi;WOs, esteja relacionado a propriedade
bidimensional do sistema. Os efeitos antibacterianos dos cristais contendo atomos de prata ainda
ndo foram totalmente caracterizados, mas alguns estudos sugerem que as propriedades quimicas
desses compostos favorecem sua interacdo com a parede de peptidoglicano carregada
negativamente, o que poderia resultar em aumento da permeabilidade celular, seguido de ruptura

celular e morte bacteriana.
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No intuito de avaliar uma possivel atividade fotocatalitica das amostras sob bactérias, a
atividade antibacteriana foi verificada com exposi¢do dos experimentos ao LED com comprimentos
de onda variados (415, 620 e 590 nm). Os dados obtidos nos testes com Bi,WQOs mostram que
nenhuma reacdo fotocatalitica é observada, uma vez que os valores de MIC ndo diminuem sob
irradiacdo de luz visivel. Ja os resultados de Ag2Mo03010.2H20 com exposi¢do a luz amarela,
resultou em um aumento significativo da atividade antibacteriana do trimolibdato de prata contra a
cepa padrdo de S. aureus, 0 que sugere uma possivel atividade fotocatalitica de bactérias desse
material.

O presente estudo também avaliou a capacidade das nanofolhas em camadas de Bi2WOe e do
trimolibdato de prata, de reverterem a resisténcia bacteriana contra amicacina e gentamicina. Na
associacao dos aminoglicosideos com as nanofolhas, nenhuma melhora na atividade antibi6tica foi
observada, entretanto, nos testes de modulagdo com Ag2Mo03010.2H.0, foi verificada uma
diminuicdo significativa da MIC de ambos os antibi6ticos contra a cepa Gram-negativa. Esses
dados sugerem que o trimolibdato de prata reverteu, pelo menos parcialmente, o grau de resisténcia
observada aos aminoglicosideos frente E. coli, 0 que representa um dado promissor com relacdo as
pesquisas direcionadas para o desenvolvimento de novas drogas antibacterianas, tendo em vista o
aumento significativo de cepas de E.coli resistentes.

A associacdo de aminoglicosideos sob irradiacdo de luz visivel pode representar uma
estratégia promissora no tratamento de infeccdes cutaneas causadas por bactérias resistentes, dessa
forma, este estudo investigou os efeitos moduladores de antibidticos da exposicdo a luz do LED
associada ou ndo aos materiais. Os resultados obtidos demonstram que diferentes luzes podem
potencializar a acdo dos aminoglicosideos contra bactérias, mas a associacdo simultdnea com 0s
nanomateriais do presente estudo, parece interferir nos mecanismos bioquimicos envolvidos,
prejudicando a acdo antibacteriana.

Diante desse resultado, sugere-se que devido a um possivel efeito fotocatalisador, 0s
materiais podem induzir a degradagdo de outros compostos, 0 que levanta a hipétese de ter ocorrido
uma degradacdo significativa dos aminoglicosideos, justificando os resultados antagdnicos
observados. Com isso, infere-se que tais materiais poderiam apresentar efeitos potenciais no
tratamento de efluentes contendo gentamicina e amicacina, tendo em vista, que um dos fatores que
levam ao surgimento de resisténcia a antibioticos por bactérias patogénicas estd relacionado ao

descarte inadequado desses medicamentos.
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5.2 CONCLUSOES GERAIS

e Os métodos empregados para sintese e caracterizacdo de nanobastGes de
Ag2M03010.2H20 e nanofolhas Bi,WOe em camadas foram eficientes para obter e
garantir amostras com qualidade.

e Os dois nanomateriais apresentaram efeito antibacteriano contra cepas Gram
positivas e Gram negativas. Com relacdo a atividade fotocatalitica de bactérias, o
trimolibdato de prata foi eficiente ao ser associado com a luz amarela frente
S.aureus. Esses dados demonstram que esses materiais podem ser promissores para
agirem como agentes antibacterianos e apresentam potencial terapéutico para o
tratamento de doencas infecciosas.

e No que se refere a atividade moduladora de farmacos desses materiais, 0S
nanobastdes de Ag2Mo03010.2H>O foram eficientes na diminuicdo da CIM de
amicacina e gentamicina frente E.coli. Também foi possivel verificar um possivel
efeito fotocatalitico de antibioticos das duas amostras, considerando os resultados
dos testes de modulacdo com exposi¢do ao LED, o que implica a realizacdo de testes

mais especificos, a fim de comprovar essa acéo.

5.3 PERSPECTIVAS DE INVESTIGACOES FUTURAS

O desenvolvimento de novos farmacos antimicrobianos necessita de diversas etapas para
que se possa garantir a eficacia necessaria bem como estimar niveis de toxicidade e possiveis
efeitos adversos. Dessa forma, o presente estudo demonstra que os materiais nanoestruturados
avaliados, apresentam efeito contra bactérias Gram negativas e Gram positivas in vitro, o que
ressalta a importancia de investigaces mais aprofundadas desses mecanismos antibacterianos e
também testes que possam avaliar os efeitos toxicos em células, como por exemplo, a avaliacdo da
citotoxicidade em hemacias.

O trimolibdato de prata apresentou acdo promissora com rela¢ao aos testes de modulagédo do
efeito antibidtico dos aminoglicosideos frente a cepa Gram negativa, sugerindo que este material
pode agir revertendo a resisténcia dessa bactéria. Com isso, é interessante a realizacdo de novos
experimentos para avaliar de que maneira Ag2Mo03010.2H20 interage com os farmacos e com 0s
microrganismos para diminuir a CIM. Uma metodologia sugerida que poderia ser empregada para
verificar esses efeitos, seria a avaliacdo da expressdo de genes de resisténcia pelas bactérias antes e

depois do contato com o material, por meio de reacdo em cadeia da polimerase (PCR).
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Com relacao aos resultados dos testes com exposi¢édo a luz visivel, foi obtido um resultado
bastante interessante, uma vez que a hipOtese de que esses materiais possam agir como
fotocatalisadores de farmacos foi levantada. Esse efeito j& foi demonstrado em alguns outros
estudos com certos tipos de nanomateriais e trata-se de uma propriedade muito promissora no que
diz respeito a aplicacdo desses no tratamento ambiental. Diante disso, sugere-se que testes

especificos que avaliem diretamente esse efeito sejam realizados.
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