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RESUMO

O surgimento de cepas de microrganismos resistentes aos antimicrobianos tem
incentivado a busca por alternativas, especialmente para inativar cepas resistentes
e/ou infecgcbes polimicrobianas. Vidros incorporados com ions metalicos séao
amplamente estudados devido ao seu potencial antimicrobiano. No entanto, a
aplicacado de vidros polifosfatos e borofosfatos soluveis, sem metais de transigao,
como agentes antimicrobianos € pouco relatado. O presente trabalho avalia o
potencial antimicrobiano de diferentes vidros de fosfatos bioativos: vidro A (polifosfato
de sddio, taxa de aquecimento de 20 °C/min, durante 10 mina 700 °C), vidro L (fosfato
com 10% (mol) de boro, obtido com taxa de aquecimento de 20 °C/min, durante 10
min a 700 °C), vidro K (com sddio, obtido com taxa de aquecimento de 20 °C/min,
durante 10 min a 800 °C), e padrdes P1 (polifosfato cristalino sédio (CAS 10361-03-
2)), P2 (hexametafosfato de Sodio (CAS 68915-31-1)) e P3 (reagente precursor dos
vidros fosfato de sddio anidro (CAS 7558-80-7)). A eficacia antimicrobiana de todos
os vidros foi testada contra cepas de bactérias Gram-positiva (Staphylococcus aureus)
e Gram-negativa (Escherichia coli), contra a cepa ATCC9028 da levedura Candida
albicans e contra os fungos filamentosos Penicillium sp. e Stachybotrys chartarum. A
técnica de pocgo-difusao foi utilizada para avaliar a agao antimicrobiana, enquanto as
concentracgdes inibitérias foram determinadas por microdiluigdo em caldo (CIM) e
bactericida/fungicida minima (CBM/CFM). As alteragbes morfologicas dos
microrganismos foram avaliadas através de microscopia de fluorescéncia e eletrdnica
de varredura (MEV). A caracterizagdo quimica dos vidros foi realizada por FTIR e
medicao do pH. No poc¢o-difusado, os vidros A, L e K exibiram efeito inibitério contra S.
aureus, porém nao apresentaram agao contra E. coli. Os padrées P1 e P2 inibiram o
crescimento apenas de S. aureus e o padrao P3 ndo apresentou efeito inibitorio sobre
nenhuma das bactérias. Para os fungos, todos os vidros apresentaram agao inibitéria.
Os padrbes P1 e P2 também apresentaram atividade antifungica, comparado com o
P3 que n&o teve agdo em nenhum microrganismo. No teste de estabilidade, nos dias
15 e 30 o vidro L apresentou agao contra E. coli e um aumento da ag¢ao para os outros
microrganismos. A concentracdo de 125 mg/mL dos vidros foi considerada a melhor
concentracao testada para a incorporagao dos vidros na argamassa. Na microscopia
de fluorescéncia foi possivel observar que C. albicans foi totalmente inibida na
presenca da CIM do vidro L (1,95 mg/mL) e na sub-CIM (0,97 mg/mL), a levedura
apresentou inibicdo do crescimento e alteragbes celulares e de agrupamento. Os
fungos filamentosos também apresentaram alteragdes morfolégicas na presenga da
sub-CIM do vidro L. Na MEV, é possivel verificar alteragdes nas estruturas celulares
dos fungos e bactérias testadas. Os espectros de FTIR revelaram que composigao e
temperatura afetam as ligagcbes quimicas e a estrutura dos vidros, e as amostras
apresentaram pH mais acido. Os resultados indicam que os vidros bioativos estudados
demonstraram potencial antimicrobiano contra bactérias Gram positivas, fungos
filamentosos e levedura.

Palavras-chave: vidros bioativos, polifosfato, microrganismos, antimicrobianos

alternativos.



ABSTRACT

The emergence of antimicrobial-resistant strains of microorganisms has encouraged
the search for alternatives, particularly to inactivate resistant strains and/or
polymicrobial infections. Glasses incorporated with metallic ions have been widely
studied due to their antimicrobial potential. However, the application of soluble
polyphosphate and borophosphate glasses, without transition metals, as antimicrobial
agents has been scarcely reported. This study evaluates the antimicrobial potential of
different bioactive phosphate glasses: glass A (sodium polyphosphate-based glass,
obtained at a heating rate of 20 °C/min for 10 minutes at 700 °C), glass L (phosphate
glass with 10% (mol) of boron, obtained at a heating rate of 20 °C/min for 10 minutes
at 700 °C), glass K (sodium glass, obtained at a heating rate of 20 °C/min for 10
minutes at 800 °C), and standards P1 (crystalline sodium polyphosphate (CAS 10361-
03-2)), P2 (sodium hexametaphosphate (CAS 68915-31-1)), and P3 (anhydrous
sodium dihydrogen phosphate (CAS 7558-80-7)). The antimicrobial efficacy of all
glasses was tested against Gram-positive bacteria (Staphylococcus aureus) and
Gram-negative bacteria (Escherichia coli), the yeast Candida albicans (ATCC 9028
strain), and the filamentous fungi Penicillium sp. and Stachybotrys chartarum. The well-
diffusion technique was used to evaluate antimicrobial action, while inhibitory
concentrations were determined through broth microdilution (MIC) and minimum
bactericidal/fungicidal concentrations (MBC/MFC). Morphological changes in the
microorganisms were analyzed using fluorescence and scanning electron microscopy
(SEM). The chemical characterization of the glasses was performed using FTIR and
pH measurements. In the well-diffusion assay, glasses A, L, and K exhibited inhibitory
effects against S. aureus but showed no activity against E. coli. Standards P1 and P2
inhibited the growth of S. aureus only, while standard P3 had no inhibitory effect on
any of the bacteria tested. For fungi, all glasses showed inhibitory activity. Standards
P1 and P2 also displayed antifungal activity, whereas P3 showed no activity against
any microorganisms. In the stability test, on days 15 and 30, the L glass demonstrated
activity against E. coli and an increased activity against the other microorganisms. The
concentration of 125 mg/mL of the glasses was considered the best concentration
tested for incorporating the glasses into the mortar. Fluorescence microscopy revealed
that C. albicans was completely inhibited in the presence of the MIC (1,95 mg/mL) of
glass L. At sub-MIC (0,97 mg/mL) levels, yeast growth was inhibited, with observable
cellular and aggregation changes. Filamentous fungi also exhibited morphological
alterations in the presence of the sub-MIC of glass L. It was possible to verify, by SEM
changes in the cellular structures of the tested microrganisms. FTIR analysis revealed
that composition and temperature affect the chemical bonds and structure of the
glasses, and the samples exhibited a more acidic pH. The results indicate that the
bioactive glasses studied demonstrated antimicrobial potential against Gram-positive
bacteria, filamentous fungi and yeast.

Keywords: bioactive glasses, polyphosphate, microorganisms, alternative
antimicrobials.
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1 INTRODUGAO

As superficies de construgdes expostas a condi¢des umidas sao propensas ao
crescimento de algas, fungos e bactérias, e biocidas sédo aplicados a alguns destes
materiais para inibir o seu crescimento (KOHZADI et al., 2024).

Varias espécies de fungos e bactérias podem ser encontradas em ambientes
internos (ARIF et al., 2016). A colonizagdo de microrganismos nesses ambientes
apresenta impactos adversos na saude, mas também influenciam a integridade
estrutural basica de um edificio. O crescimento dos microrganismos pode ser afetado
por multiplos fatores como umidade, temperatura e pH (OGBULIE e OBIAJURU,
2004).

Os microrganismos modificam naturalmente os materiais nos quais crescem
ativamente, o que € conhecido como biodeterioragdo devido ao impacto dos produtos
extracelulares que produzem e, no caso dos fungos, ao seu crescimento invasivo
(LOPES et al., 2023). Podem danificar superficies pintadas por causarem
descoloragao, pelo aumento da porosidade da camada de tinta, diminuicdo da
resisténcia fisica e por permitirem que a umidade penetre facilmente pela superficie
(UNGER, 2001; MADUKA, 2019).

Os fungos sédo geralmente considerados os principais agentes capazes de
deteriorar superficies. Podem crescer em uma grande variedade de superficies,
incluindo edificios (internos e exteriores), alimentos, matéria organica em
decomposi¢ao e em qualquer local umido (AUYEUNG et al., 2017). Sob condi¢des de
temperatura constante, com umidade relativa de até 95%, Penicillium, Aspergillus e
Eurotium superaram outros fungos encontrados em ambientes internos (PARALKAR
e DAMLE, 2024). Além do papel na deterioracdo, alguns fungos como espécies de
Penicillium, Alternaria e Strachybotrys podem afetar a saude das pessoas ao produzir
micotoxinas toxicas (TRIBELHORN et al., 2023). Foi demonstrado que os esporos de
especies de Alternaria e Penicillium causam asma do tipo imediata e tardia em
individuos ja sensibilizados a esses organismos (COOLEY et al., 2004).

No entanto, dependendo do ambiente, como hospitais, bactérias resistentes a
antibidticos, como Staphylococcus aureus resistente a meticilina, Enterococcus
resistente a vancomicina e Clostridium difficile, sao microrganismos

epidemiologicamente importantes, que tém chamado muita aten¢do, causando
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milhdes de mortes e aumentando os custos do sistema de saude (HASSAN et al.,
2010).

Os vidros a base de fosfato, devido a sua capacidade de dissolugdo a uma taxa
constante e a sua natureza nado toxica, ganharam interesse significativo como
sistemas de distribuicdo localizada para fornecer ions metalicos antimicrobianos
diretamente ao local de interesse. Nos ultimos anos, vidros bioativos misturados com
oxidos metalicos como cobalto, cobre, galio, prata e zinco tém sido amplamente
investigados por sua eficacia antimicrobiana contra uma série de microrganismos
clinicamente significativos (RAJA et al., 2022).

Para restringir a proliferacdo de microrganismos, diferentes compostos
antimicrobianos s&o adicionados pelas empresas fabricantes de revestimentos e
tintas. Por exemplo, organoclorados e sais de amoénio quaternario s&o utilizados para
evitar o crescimento de microrganismos, mas representam um problema de saude
devido a sua toxicidade (AUYEUNG et al., 2017).

Os fungicidas e bactericidas comumente usados para controlar o crescimento
de microrganismos muitas vezes nao sao apropriados para aplicagdes internas e,
portanto, compostos alternativos devem ser utilizados (BELLOTTI et al., 2013). Neste
sentido, este trabalho apresenta um estudo do potencial antimicrobiano de
formulagdes de vidros polifosfatos sem metais de transicdo que poderao ser utilizadas
na incorporacao de tintas e revestimentos para construgdes, podendo contribuir para
proteger e prevenir a biodeterioracdo dos substratos e criar ambientes mais

saudaveis.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana de diferentes

formulagdes de vidros, que podem ser utilizadas como aditivos em formulagdes de

revestimentos ou tintas para controlar a proliferacdo de fungos e bactérias.
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1.1.2 Objetivos especificos

Determinar a concentracéo inibitéria minima e microbicida minima de trés
formulagcées de vidro bioativos: A (vidro polifosfato de sdédio), L (vidro
borofosfato de soédio 10% (mol) B), K (vidro polifosfato de sédio), e os padrées
P1 (polifosfato de sddio (CAS 10361-03-2)), P2 (hexametafosfato de Sdédio
(CAS 68915-31-1)) e P3 (hidrogenofosfato de sodio monobasico anidro
(NaH2PO4) (CAS 7558-80-7), contra bactérias (S. aureus e E. coli), a levedura

C. albicans e os fungos filamentosos Penicillium sp. e S. chartarum.

Avaliar as alteragdes na morfologia celular desses microrganismos através de

microscopia de fluorescéncia e microscopia eletrénica de varredura.

Verificar a estabilidade dos vidros e as caracteristicas quimicas e moleculares,

como pH, perfil por FTIR e perfil eletroforético.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DEFINICAO E ASPECTOS GERAIS SOBRE VIDROS

Vidros sao definidos como um material liquido amorfo amplamente utilizado em
diversas aplicagdes por conta de suas propriedades. De uma forma geral, sao
produzidos pelo aquecimento e resfriamento de materiais inorganicos com o objetivo
de atingir o seu estado rigido. No entanto, diversas definicdes s&o encontradas na
literatura gerando algumas controveérsias (KARASU et al., 2017).

Em 2017, Zanotto e Mauro propuseram uma definicdo mais ampla que melhor
define sobre vidros. Eles se caracterizam como um material ndo cristalino, fora do
equilibrio termodinamico, que se comporta temporariamente como um sélido, mas que
possui a tendéncia de relaxar e retornar para o seu estado liquido. Além disso, o vidro
€ amorfo, ou seja, ele ndo apresenta uma estrutura cristalina regular. Portanto, os
atomos ou moléculas que compdem a sua estrutura estdo dispostos de forma
desordenada. A estrutura desse material tende ao relaxamento em diregao ao estado
liquido super-resfriado, seguida do processo de solidificagao.

Liquidos em temperaturas abaixo de seus pontos de fusdo s&do chamados de
liquidos super-resfriados. Conforme descrito abaixo, resfriar um liquido super-
resfriado abaixo da temperatura de transicéo vitrea Tg produz um vidro. O diagrama

de transicao vitrea esta representado na Figura 1.
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FIGURA 1 - COMPORTAMENTO DA ENTALPIA EM FUNCAO DA TEMPERATURA

A o
\'\‘3\‘5\6

Entalpia

iE

p Tm Temperatura

FONTE: Adaptado de Zanotto e Mauro (2017).
LEGENDA: Tm: ponto de fus&do ou temperatura liquida. Tg: temperatura de transi¢ao vitrea.

A Figura 1 ilustra a relacao entre entalpia e temperatura para diferentes estados
da matéria do vidro: liquido, liquido super-resfriado, vidro e cristal. Acima da
temperatura de fusdo (Tm), 0 material se encontra no estado liquido, onde é
representado pela linha verde, em que a entalpia aumenta conforme o aumento da
temperatura. O processo de resfriamento ocorre abaixo da Tm, onde o material entra
no estado de liquido super-resfriado (linha preta), sendo indicativo de uma fase onde
0 material pode cristalizar com o tempo (setas vermelhas). Abaixo da temperatura de
transicao vitrea (Tg), o liquido super-resfriado se transforma em vidro, apds passar a
Tg, representado pela linha cinza (ZANOTTO e MAURO, 2017).

2.2 VIDROS DE FOSFATOS E SUAS PROPRIEDADES ANTIMICROBIANAS

Os vidros de fosfatos sdo materiais com uma ampla gama de aplicagdes devido
as suas propriedades versateis, que dependem diretamente de sua composi¢cao
quimica. Esses materiais podem ser utilizados em areas como fabricagao de lasers,
fibras opticas, condutores elétricos, revestimentos, processos de recuperagdo por
lixiviac&o, agricultura e biotecnologia, entre outras (EDIGER et al., 1996; MENDES et
al., 2018; HEKMAT-SHOAR et al., 1985; KUMAR, 1985; PYARE, 2003). A capacidade
do fésforo de atuar como formador de rede € atribuida principalmente ao P,0O5, o Unico
oxido de fosforo capaz de formar vidros. Sua estrutura € composta por tetraedros de

fosfato (PO,) conectados por ligagdes covalentes, formando cadeias que podem variar
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em extensao e, consequentemente, alterar as propriedades do material (DIAS FILHO,
2003). Embora apresentem baixa resisténcia quimica a agua e menor rigidez, essas
caracteristicas podem ser melhoradas pela adicdo de 6xidos modificadores, como
MgO, Al,O3, SiO, e B,03, que aumentam sua estabilidade e resisténcia (DONALD,
1993; VARSHNEYA e MAURO, 2019).

Os vidros borofosfatos, que combinam P,0Os; e B,03, apresentam vantagens
adicionais. O B,0; também atua como formador de rede, mas suas estruturas basicas,
0s anéis boroxol (BzO¢), podem ser modificadas com a adigdo de 6xidos ou pelo
aumento da temperatura de fus&o. Isso resulta na formagdo de grupos estruturais
como diboratos, metaboratos e ortoboratos, promovendo altera¢des significativas nas
propriedades térmicas e mecanicas do material. A combinacao entre P,0;5 e B,0;
proporciona maior estabilidade térmica, reduz higroscopicidade e taxa de dissolugao,
além de aumentar a resisténcia da rede vitrea (SHARMIN et al., 2013; SHARMIN et
al., 2016; YADAV et al., 2016).

Estudos recentes destacam o potencial antimicrobiano dos vidros, tornando-os
relevantes em areas como biotecnologia, medicina e farmacologia. A combinacao de
fosfato monopotassico (KH,PO,), fosfato de sddio (NaH,PO,) e acido bérico (H;BO3)
em matrizes vitreas apresenta propriedades antimicrobianas unicas que n&o seriam
alcancadas em seu estado cristalino. A transicdo para o estado vitreo possibilita a
formacdo de uma matriz homogénea, onde os compostos interagem de forma
sinérgica para oferecer beneficios antimicrobianos e maior funcionalidade. Essa
abordagem representa um avanco significativo no desenvolvimento de materiais
inovadores com potencial para combater microrganismos e melhorar a qualidade de
vida (OZGUR et al., 2011; VERNE et al., 2009).

2.3 MICRORGANISMOS PATOGENICOS

2.3.1 Bactérias

A resisténcia antimicrobiana representa uma ameaca crescente a saude
publica mundial. A resisténcia ocorre quando microrganismos, como bactérias
patogénicas, desenvolvem mecanismos de resisténcia contra substancias
antimicrobianas. Entre os patégenos, estdo S. aureus e E. coli como responsaveis por

uma variedade de infeccbes em humanos e no ambiente (ZIA et al., 2023).
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S. aureus é uma bactéria Gram-positiva, ndo formadora de esporos, sem
motilidade, com formato esférico (cocos) e tendéncia de formar aglomerados que
lembram cachos de uvas. Em meios de cultura como o agar PCA (Plate Count Agar),
as coldnias sao arredondadas, com bordas bem definidas, superficie lisa e brilhante e

coloragcédo amarela (FIGURA 2).

FIGURA 2 - ASPECTOS MACROMORFOLOGICOS E MICROMORFOLOGICOS DE S. aureus

FONTE: A autora (2024).
LEGENDA: (A) Micrografia de S. aureus corada pela técnica de Coloragdo de Gram, com aumento de
1000x com dleo de imersao, apresentando aspecto morfotintorial Gram-positiva cocos e estafilococos
(cachos). (B) Placa de Petri com agar PCA, cepa ATCC 6538 de S. aureus apds 24h de incubagéo a
37 °C.

Esse patdgeno oportunista € encontrado principalmente na cavidade nasal e
na pele humana, causando uma variedade de infecgdes, que podem variar a infecgoes
leves até infecgdes invasivas graves como bacteremia ou septicemia. Sua morfologia
e caracteristicas de crescimento sdo cruciais para entender sua patogenicidade e
sobrevivéncia em ambientes diferentes (HOWDEN et al., 2023).

E. coli € uma bactéria Gram-negativa, anaerdbia facultativa, pertencente a
familia Enterobacteriaceae. Apresenta formato de bastonetes (bacilo) e pode
apresentar motilidade. No agar PCA, as coldnias s&o arredondadas, com bordas bem

definidas, superficie lisa e brilhante e coloragdo branca (FIGURA 3).
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FIGURA 3 - ASPECTOS MACROMORFOLOGICOS E MICROMORFOLOGICOS DA E. coli
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FONTE: A autora (2024).

Legenda: (A) Micrografia de E. coli corada pela técnica de Coloragéo de Gram, com aumento de
1000x com dleo de imersao apresentando aspecto morfotintorial Gram-negativa bastonetes (bacilo).
(B) Placa de Petri contendo agar PCA com a cepa ATCC 25922 E. coli, ap6s 24h de incubacgao a
37°C.

A espécie de E. coli € amplamente distribuida no ambiente e encontrada
facilmente no trato gastrointestinal de individuos saudaveis. No entanto, algumas
cepas podem causar diversas doencgas e sao classificadas de acordo com os fatores
de viruléncia e mecanismos de patogenicidade: enteropatogénica (EPEC),
enterohemorragica (EHEC/STEC), enterotoxigénica (ETEC), enteroagregativa
(EAEC), enteroinvasiva (EIEC) e difusamente aderente (DAEC) (BRAZ et al., 2020).

2.3.2 Fungos e leveduras

S. chartarum, pertencente ao Filo Ascomycota e comumente conhecido como
mofo preto, € um fungo patogénico produtor de micotoxinas. Apresenta hifas septadas
formando conidiéforos marrom-escuro (DYLAG et al.,, 2022). O agar Aveia é
considerado o meio de cultura adequado para esse fungo, facilitando a formagao dos
conidiéforos. No microscopio, € possivel observar hifas septadas, conidiéforos hialinos
ou pigmentados, simples ou ramificados. Na placa, apresenta superficie pulverulenta
(aspecto de pd), cor enegrecida na superficie com reverso da coldnia cinza a preto
(FIGURA 4).
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FIGURA 4 - ASPECTOS MACROMORFOLOGICOS E MICROMORFOLOGICOS DE S. chartarum

FONTE: A autora (2024).
Legenda: (A) Micrografia de S. chartarum corada com o corante Lactofenol Azul de Algodao, com
aumento de 400x apresentando esporos, hifas septadas e conidioforos. (B) Placa de Petri contendo
agar Aveia com S. chartarum, ap6s 10 dias de incubagao a 24 °C.

Esse fungo esta amplamente distribuido no ambiente, principalmente em locais
com maior presenca de umidade, como materiais de construcgéo, infiltracdes no interior
de edificios e em locais com alto teor de celulose como madeira e papel de parede.
As satratoxinas sdo um grupo de micotoxinas produzidas pelo S. chartarum altamente
toxico para humanos e animais quando inaladas, ingeridas ou em contato cutaneo
(IBRAHIM et al., 2022).

O género Penicillium, pertencente ao Filo Ascomycota, € um fungo facilmente
encontrado no ambiente. No microscopio, apresentam hifas septadas e hialinas, com
conidiéforos simples ou ramificados. No agar BDA (Batata Dextrose Agar), apresenta
textura aveludada, pulverulenta e cor verde oliva na superficie com o reverso da

colénia geralmente claro a amarelado (VISAGIE et al., 2014).
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FIGURA 5 - ASPECTOS MACROMORFOLOGICOS E MICROMORFOLOGICOS DE Penicillium sp.

FONTE: A autora (2024).
Legenda: (A) Micrografia de Penicillium sp. corado com Lactofenol Azul de Algodao, evidenciando as
diferentes estruturas através do microcultivo em agar BDA, aumento de 1000x com 6leo de imerséo.
(B) Placa de Petri contendo agar BDA com o fungo Penicillium sp., apds 7 dias de incubagao a 28 °C.

E um fungo saprotrofico, frequentemente encontrado na matéria organica em
decomposicao, além de materiais de construgdo e paredes, onde desempenha um
papel significativo na deterioragdo. Algumas espécies sao termotolerantes, capazes
de crescer acima de 37 °C, enquanto outras crescem facilmente a 25 °C em poucos
dias. Além disso, produzem uma grande quantidade de esporos exdgenos, facilmente
disseminados no ar, contaminando diversos ambientes. A presenca desse fungo no
ambiente pode representar riscos a saude, especialmente pela inalacdo de toxinas
por ele produzidas, causando sintomas respiratérios (GUEVARA-SUAREZ et al.,
2016; ALEKSIC et al., 2017).

C. albicans é uma levedura diploide com reprodugao de forma assexuada,
formando diferentes estruturas como clamidoconidios, blastoconidios, pseudohifas e
hifas. Além disso, é dimorfica, ou seja, na fase infectante apresenta blastoconidios e
na fase parasitaria a forma filamentosa. Na Figura 6, é possivel observar diferentes
estruturas da Candida através da técnica de microcultivo em agar Fuba com Tween
80. No agar BDA, apresenta coloragéo bege brilhante e cremosa, superficie lisa,
bordas regulares e odor especifico (JAYATILAKE, 2011 e BETTAUER et al., 2022).
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FIGURA 6 - ASPECTOS MACROMORFOLOGICOS E MICROMORFOLOGICOS DE C. albicans

FONTE: A autora (2024).
Legenda: (A) Micrografia de C. albicans evidenciando as diferentes estruturas através do microcultivo
em agar Fuba com Tween 80, aumento de 400x: (1) Clamidoconidio, (2) Hifa, (3) Blastoconidio e (4)
Pseudohifa. (B) Placa de Petri contendo agar BDA com a cepa ATCC 90028 C. albicans, apds 72h de
incubagdo a 35 °C.

A levedura patogénica esta associada a infecgdes nosocomiais, principalmente
em individuos imunocomprometidos. Em casos mais graves, gera infec¢des invasivas
como candidemia (infecgao invasiva no sangue). Atualmente, a resisténcia antifungica
de C. albicans vem gerando uma preocupagao crescente. Essa resisténcia esta
atribuida a varios mecanismos, como mutagdes genéticas e a capacidade de formar
biofime em superficies abidticas. Os azois, como o antifungico fluconazol, vem
apresentando altos indices de resisténcia devido a sua utilizagdo prolongada e uso
inadequado (COSTA-DE-OLIVEIRA et al., 2020 e ATRIWAL e RODRIGUES, 2021).

2.4 COLONIZACAO MICROBIOLOGICA EM SUPERFICIES DE REVESTIMENTO

Ambientes internos e externos, como residéncias, prédios e hospitais, podem
abrigar uma ampla variedade de microrganismos, incluindo bactérias, fungos e
leveduras. A presenca desses microrganismos esta diretamente ligada a alguns
fatores, como umidade e temperatura. A proliferacdo desses organismos pode gerar
diversos impactos negativos, que vao desde o comprometimento da saude humana

até a integridade estrutural dos locais.
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Dentre todos os microrganismos, os fungos estdo entre os principais
encontrados em superficies de construcdo, como paredes, tintas, argamassas e
drywall (placas de gesso pré-fabricadas). A composicao desses materiais influencia
diretamente no crescimento fungico, especialmente devido a presenga de alguns
componentes organicos, como a celulose, que serve como substrato para os fungos.
Além disso, materiais com alta porosidade, como argamassas e gessos, retém mais
umidade, criando 6timas condi¢gdes para a colonizagdo e desenvolvimento desses
microrganismos. Dentre os fungos causadores de mofo de parede, S. chartarum e
Penicillium sp. estdo entre os mais relatados na literatura em diferentes estruturas
(HOLME et al., 2019).

S. chartarum cresce principalmente em materiais ricos em celulose e em
ambientes com alto teor de umidade. Além disso, o pH também pode influenciar,
crescendo em uma faixa de 3,0 a 9,8. A temperatura ideal para o crescimento esta em
torno de 20 a 25 °C. A presenca desse fungo em ambientes representa riscos
significativos a saude devido a produgédo de micotoxinas, em especial a satratoxinas
(DYLAG et al., 2022). Em um estudo realizado em 2021, Piontek e tuszczynhska
identificaram S. chartarum em superficies internas de parede em um prédio na
Polénia. Portanto, a escolha de materiais resistentes e com propriedades
antimicrobianas é essencial para prevenir o crescimento fungico em superficies de
materiais de construcéo.

Ozoaduche e Idemudia (2021) identificaram diversos fungos presentes nas
paredes de banheiros localizados na cidade de Benin, na Nigéria. Dentre os fungos
encontrados, duas espécies do género Penicillium foram relatados, P. cyclopium
(21,40%) e P. oxalicum (14,89%). Na Alemanha, o género Penicillium foi o mais
encontrado em materiais de construgdo como papéis de parede infestados de mofo
(LINDEMANN et al., 2022). Além dos fatores de umidade e temperatura, outro fator
influencia diretamente na presencga de esporos fungicos transportados pelo ar. Locais
com ventilagbes inadequadas tendem a acumular esporos de fungos, como o
Penicillium sp., favorecendo a colonizacdo em superficies diferentes (ABDEL-
HAMEED et al., 2012).

Leveduras do género Candida sao patégenos fungicos conhecidos pela sua
capacidade de formar biofilmes. As caracteristicas do biofime dependem da
capacidade de cada espécie de produzir substancias poliméricas extracelulares (EPS)

e exibir crescimento dimorfico, mas também do substrato do biofilme, disponibilidade
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de fonte de carbono e outros fatores (CAVALHEIRO e TEIXEIRA, 2018). A adesao de
biofilmes em superficies abidticas depende de propriedades como temperatura, pH e
composicao da superficie (ALONSO et al., 2023). Em um estudo realizado em 2008,
Sobrinho identificou a presenga de fungos como Penicillium sp., Aspergillus sp.,
Acremonium sp. e Candida em revestimento de argamassa em habitagbes de
interesse social, tornando-se nocivos para a saude humana. Dentre as espécies de
Candida que exibem maior capacidade de adesao a superficies abidticas encontram-
se a C. parapsilosis, C. tropicalis e C. albicans (CAVALHEIRO e TEIXEIRA, 2018).
E. coli, S. aureus e bactérias do género Bacillus sao alguns dos microrganismos
que podem se desenvolver facilmente no ambiente podendo causar danos a saude
humana e as estruturas de construcao civil (KIRTHIKA, 2023). Bactérias associadas
ao processo de biodeterioracdo de edificios crescem formando biofilmes que
possibilitam a adesdo em superficies e a protegcdo contra agentes antimicrobianos
(JADHAV et al., 2010). Em um estudo realizado na Malasia, Rasli e colaboradores
(2021) identificaram que aproximadamente 20% dos microrganismos encontrados no
interior de edificios, como residéncias e hospitais, pertencem ao género
Staphylococcus spp. Fatores como poeira acumulada, alto indice de umidade e
ventilacdo inadequada facilitam a proliferagdo destes microrganismos. Além de S.
aureus, bactérias do género Escherichia também podem ser encontradas em tintas

causando a degradagao do material (OBIDI et al., 2009).

2.5 PRODUTOS INCORPORADOS EM MATERIAIS DE CONSTRUGCAO COM
POTENCIAL ANTIMICROBIANO E A LEGISLAGAO

A formacdo de mofo e agregagao bacteriana em superficies de ambientes
internos € um problema comum que pode ocasionar diversos problemas a saude. As
questdes relacionadas com a umidade surgem consistentemente como desafios
significativos na construgao civil, constituindo alguns dos problemas mais comuns
encontrados em edificacbes. Algumas propriedades dos materiais, tais como
composic¢ao, porosidade, permeabilidade, rugosidade superficial, em combinagdo com
a umidade criam condigbes favoraveis para a proliferagdo de microrganismos,
principalmente fungos, tanto em estruturas internas como externas (SHIRAKAWA et
al., 2003). Portanto, é crucial abordar a questdo do crescimento de microrganismos

nessas superficies. Uma abordagem promissora envolve a incorporagdo de agentes
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antimicrobianos ou compostos bioativos em materiais de construgao, tornando-se uma
estratégia eficaz na prevencgao da proliferacao de microrganismos. A finalidade desses
produtos € aumentar a durabilidade das estruturas, reduzindo por exemplo, a
formacao de mofos, deterioracdo de materiais e impactos negativos a saude humana
(DA SILVA et al., 2019).

O uso de nanoparticulas de prata (AgNPs) incorporados em argamassas e
tintas vem ganhando destaque na industria devido a sua atividade antimicrobiana.
Recentemente, De Paiva e colaboradores (2024) incorporaram as AgNPs em
argamassa contra Aspergillus e Fusarium, observando uma maior agao contra F.
oxysporum, com uma redugao de 57% do crescimento fungico quando adicionado nas
concentracbes de 54 pg/mL de AgNPs na argamassa e 108 pug/mL com 99% de
inibicdo. Os autores também verificaram que nao houve alteracdes significativas nas
propriedades mecanicas da argamassa, em comparagao com o grupo controle.

Embora as AgNPs sejam amplamente reconhecidas por suas propriedades
antimicrobianas, ha controvérsias quanto a incorporagao em diferentes materiais e
seus potenciais efeitos toxicoldgicos ambientais, contaminando solo e agua
(IHTISHAM et al., 2021). A liberacado de ions de prata no ambiente, principalmente
devido a lixiviagdo de materiais como tintas e argamassas, pode ser prejudicial para
organismos aquaticos e plantas, comprometendo a biodiversidade. A nanotecnologia
verde € uma tecnologia utilizada atualmente para sintetizar nanoparticulas (NPs) de
uma maneira sustentavel e ecologicamente correta através da sintese verde, onde é
utilizado plantas, microrganismos ou outros compostos naturais, de forma mais
sustentavel, para diminuir os impactos das AgNPs. No entanto, essa técnica ainda
enfrenta limitagbes, sendo necessario a busca por novas alternativas ecologicamente
sustentaveis (TEMIZEL-SEKERYAN e HICKS, 2020, ARORA et al., 2024).

Sais de chumbo podem fazer parte da composicao de tintas para melhorar a
cor, aumentar o brilho, promover propriedades anticorrosivas e acelerar o processo
de secagem, o que resulta em uma alta durabilidade e resisténcia a umidade
(RANJBAR et al., 2023). No entanto, devido seu alto grau de toxicidade, torna-se
necessaria a substituicdo de compostos a base de chumbo em alguns tipos de tinta
para garantir o direito a saude humana e cuidados com o meio ambiente. A Lei N°
11.762, de 1° de Agosto de 2008, fixa o limite maximo permitido de chumbo em tintas
imobiliarias, vernizes e materiais similares de revestimento de superficies,

estabelecendo 0,06%, em peso equivalente a 600 ppm (partes por milhdo). Em 2023,
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o projeto de Lei 3428/2023 estabeleceu novos limites de concentragdo do chumbo,
passando para o limite maximo de 90 ppm, justificando que o desenvolvimento de
novas tecnologias tornou-se possivel a substituicdo de matérias-primas utilizadas na
producdo de tintas sem desvalorizar o produto final (BRASIL, Congresso Nacional,
2023).

Uma variedade de espécies de fungos pode ser capaz de colonizar e penetrar
em substrato de argamassa. A biomineralizagao do calcio € uma caracteristica comum
dos ambientes colonizados, podendo ocorrer a deposi¢céo de cristais de calcio nesse
microambiente ou ocorrer incrustagdes de hifas fungicas, independentemente da
composi¢cao especifica da argamassa. Varias espécies fungicas sdo capazes de
causar danos significativos a superficie da argamassa, ocasionando escavagao e
penetracao, ataque superficial e biomineralizacao. Aspergillus niger, Stemphylium sp.
e Paecilomyces sp. podem penetrar na argamassa de diferentes formas, dependendo
da porosidade do material (GADD e McGREGOR, 2024).

As interagdes microbianas com o concreto, utilizado em construgdes, variam
desde descoloragdo e manchas até intemperismo biofisico e bioquimico direto e
indireto que pode afetar adversamente a integridade estrutural (GADD et al., 2024).

Uma das variaveis mais importantes do concreto, da argamassa e da pasta de
cimento, € a porosidade. A porosidade ¢ alterada variando a proporgéo de agua para
cimento na mistura, dentro dos limites recomendados para construcdes. Nesse
contexto, se faz necessaria a busca e implantacao de alternativas viaveis e seguras,
para a saude humana e o meio ambiente, na incorporagéo de agentes antimicrobianos

em tintas e argamassas.
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3 MATERIAL E METODOS

As etapas dos procedimentos experimentais estao ilustradas na Figura 7.

FIGURA 7 - ESQUEMA ILUSTRATIVO DAS ETAPAS DO EXPERIMENTO
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FONTE: A autora (2024).

3.1 LOCAL DE DESENVOLVIMENTO

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério Experimental de
Micologia Aplicada (NEMA) na Universidade Federal do Parana - UFPR Setor
Palotina. Esse projeto € uma parceria com o Grupo de Polimeros e Nanoestrutras da
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, Campus Toledo, coordenado pelo

professor Ricardo Schneider.
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3.2 MICRORGANISMOS UTILIZADOS

3.2.1 Bactérias

Foram utilizadas duas linhagens de cepas ATCC (American Type Collection
Culture) de Escherichia coli 25922 (Gram-negativa) e Staphylococcus aureus 6538

(Gram-positiva).

3.2.2 Fungos e leveduras

Foram selecionados os fungos causadores de mofo Penicillium sp. isolado
ambiental, pertencente a micoteca do NEMA e Stachybotrys chartarum CCT 2817
(Colegao de Culturas Tropical), linhagem referéncia DSMZ (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Germani), adquirido através da Fundagao
André Tosello. A levedura utilizada foi a Candida albicans ATCC 90028.

3.3 MANUTENGCAO DOS MICRORGANISMOS

Cada microrganismo foi cultivado em meios de culturas diferentes, de acordo
com a caracteristica de cada um e repicados antes de cada teste realizado.

As bactérias foram armazenadas em tubos estéreis contendo 85% de caldo
BHI (Brain Heart Infusion) e 15% de glicerol, em freezer a -20 °C. Antes de cada
ensaio, foram reativadas em 5 mL de BHI e incubadas por 24 horas a 37 °C.
Posteriormente, colbnias isoladas foram obtidas por semeadura da cultura em agar
MH (Mdieller-Hinton), com incubacéo por 24 horas a 37 °C. A macromorfologia das
colénias foi analisada por inspecao visual e as caracteristicas morfotintoriais
(Coloragao de Gram) foram realizadas de acordo com o método descrito por Strohl et
al. (2004), sob microscopia optica.

O fungo Penicillium sp. foi reativado a partir do estoque em tubo contendo BDA
inclinado e transferidos para placa de Petri contendo BDA. As culturas foram
incubadas de 5 a 7 dias a 25 °C. Devido as exigéncias nutricionais, S. chartarum foi
cultivado, até 14 dias a 25 °C, em agar aveia (25 g/L de aveia em flocos e 20 g/L de
agar), o qual induz a formagao de macrosporos. Os aspectos de macromorfologia das

colénias fungicas foram analisados por inspecéao visual e a micromorfologia, através
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de microscopia Optica, de laminas contendo o material coletado com fita adesiva e
corado com o corante Lactofenol Azul de Algodéao. A levedura C. albicans foi reativada
do estoque congelado (BHI + glicerol) e cultivado em caldo BHI por até 72 horas a 35
°C. Para obtencao de colbnias isoladas, a cultura foi semeada, por estriamento, em
placas de Petri contendo BDA com incubacdo de 48 a 72 horas a 35°C. A
micromorfologia de C. albicans foi analisada através de microcultivo em agar Fuba
com Tween-80 para a visualizagdo da presencga de blastoconidios e pseudohifas,

estruturas caracteristicas da espécie.

3.4 VIDROS DE POLIFOSFATOS

Os vidros polifosfatos, borofosfatos e os padrées foram cedidos pelo Prof.
Ricardo Schneider, da Universidade Tecnolégica Federal do Parana (UTFPR -
Campus Toledo). Os vidros foram preparados utilizando o método de fusao seguido
de resfriamento rapido (melting/quenching). As formulagbes foram obtidas a partir de
uma mistura composta por NaH,PO, (Sigma-Aldrich®, pureza 99%) e H;BO3; Oregon
Labware, pureza 99,8%). Para a sintese, os materiais foram pesados em proporgdes
adequadas, homogeneizados em almofariz de agata e transferidos para um cadinho
de platina com tampa. O cadinho foi colocado em uma mufla, onde a fusao ocorreu
em temperaturas de 700°C ou 800°C, com taxa de aquecimento de 20°C/min, por um
periodo de 10 minutos. Apds a fusdo, o material fundido foi despejado em moldes de
grafite e resfriado a temperatura ambiente. As amostras sdlidas resultantes foram
trituradas novamente em almofariz de agata e armazenadas em dessecador sob
vacuo até a realizacado das analises. As caracteristicas dos vidros sintetizados estao

descritas na Tabela 1 e dos padrdes na Tabela 2.

TABELA 1 - CARACTERISTICAS DOS VIDROS DE POLIFOSFATOS

Conteudo dos Temperatura de Taxa de Tempo de fusdo
Vidros vidros fusao (°C) Aquecimento (minutos)
(°C/min)
A NaH2PO4 700 20 10
L 10% (mol) Boro 700 20 10
NaH2PO4
K NaH2PO4 800 20 10

FONTE: A autora (2024).
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As caracteristicas dos padrbes estao descritas na Tabela 2.

TABELA 2 - CARACTERISTICAS DOS PADROES

Padroes Nome Foérmula Marca CAS
P1 Polifosfato de Sodio (NaPOs3)» EMPLURA® (Merck®) 10361-03-2
P2 Hexametafosfato de Sédio  (NaPOs)s Sigma-Aldrich® 68915-31-1
P3 Fosfato de Sodio NaH2PO4 Sigma-Aldrich® 7558-80-7

FONTE: A autora (2024).

3.5 DILUICAO DOS VIDROS DE POLIFOSFATOS

Os vidros de polifosfatos foram diluidos na proporgao 1:2 (5600 mg/mL), ou seja,
foi pesado 1 g do vidro em balancga e ressuspendido em 2 mL de agua destilada
autoclavada com o auxilio do agitador magnético até a completa diluicdo. Os vidros
diluidos foram armazenados em tubos criogénicos em temperatura ambiente para

posteriores analises.

3.6 TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE DOS MICRORGANISMOS AOS VIDROS PELA
TECNICA DE POCO-DIFUSAO

O método de poco-difusédo foi realizado com base no protocolo da NCCLS
(National Committee for Clinical Laboratory Standards), CLSI (Clinical & Laboratory
Standards Institute, 2015, MO02-A12) intitulado: “Performance Standards for
Antimicrobial Disk Susceptibility Tests” com adaptagdes. Os pogos, de 9 mm de
diametro, foram feitos sob a superficie do agar MH em placas de Petri descartaveis,
com o auxilio de um molde.

O in6culo dos microrganismos foi ajustado em solugéo salina estéril (NaCl a
0,85%). Para as bactérias e levedura, cerca de 1 a 2 colbnias isoladas foram coletadas

e ressuspendidas em tubos contendo a solugéo salina. Para o preparo do in6culo dos
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fungos, a superficie dos micélios foi raspada e suspensa em solugcédo salina. As
suspensdes foram misturadas por agitacdo em Vortex e ajustadas de acordo com a
escala 0,5 de McFarland. A concentracdo foi confirmada com leitura em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda 625 nm e absorbancia entre 0,08 a 0,10
para bactérias 1 a 2,0x108 UFC/mL e para fungos e levedura leitura em 530 nm e
absorbancia de até 0,10, que correspondem 1 a 5,0x10% UFC/mL.

Apods o ajuste do inéculo, 100 uL foram adicionados na superficie do agar e
espalhados com o auxilio de um swab estéril. Os ensaios foram feitos em triplicata.
Como controle positivo do antifungico, foi utilizado miconazol a 50 yg/mL, para os
ensaios com fungos e a levedura. Para bactérias, foi utilizado o antibiético gentamicina
a 64 ug/mL. No controle negativo, foi utilizado somente solugdo salina estéril. As
placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas para os ensaios com as bactérias, a 25
°C durante 5 a 7 dias para os fungos e 35 °C por 72 horas, para a levedura. Os halos
formados foram aferidos em milimetros, com auxilio de um paquimetro digital. Os
resultados foram interpretados com base nos critérios descritos no protocolo da CLSI
(2015), classificando a atividade antimicrobiana como forte (diametro > 20 mm),
moderada (10-20 mm) ou fraca (< 10 mm). Para maior confiabilidade, foram utilizados

controles positivos e negativos para validar os resultados.

3.6.1 Avaliacao da estabilidade dos vidros diluidos durante 30 dias por poco-

difusao

O teste de estabilidade dos vidros diluidos em agua foi conduzido ao longo de
30 dias, com o objetivo de avaliar possiveis variagdes na agao antimicrobiana
(estabilizagao, redugédo ou aumento da atividade). As analises foram realizadas nos
dias 1, 8, 15 e 30 apos a diluigao, utilizando a técnica de pogo-difusdo descrita no item
3.6 para todos os microrganismos. Os halos de inibigdo formados ao redor dos pogos

foram medidos em milimetros, com auxilio de um paquimetro digital.

3.7 TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE DOS MICRORGANISMOS AOS VIDROS, PELA
TECNICA DE MICRODILUIGAO EM CALDO

O esquema para o teste de susceptibilidade antimicrobiana, por microdiluicao

em caldo, dos vidros, para a determinagao da Concentragao Inibitéria Minima (CIM)
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dos vidros contra bactérias, fungos e levedura (exemplo A) estdo representados na
Figura 8. O teste foi realizado em microplacas de 96 pogos, em ftriplicata para cada
vidro. Em seguida, o exemplo B demonstra o procedimento descrito no item 3.8 para
determinar a CBM (Concentragdo Bactericida Minima) e CFM (Concentragao

Fungicida Minima).

FIGURA 8 - ESQUEMA ILUSTRATIVO PARA DETERMINAR A CIM, CBM E CFM
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FONTE: A autora (2024).
LEGENDA: Imagem A representa a microplaca de 96 pogos para determinar a CIM, em diferentes
concentragdes dos vidros. Imagem B representa uma Placa de Petri 90x15mm para determinar a
CBM e CFM ap6s o periodo de incubagéo da CIM.

3.7.1 Determinacdo da Concentragao Inibitéria Minima (CIM), dos vidros,

contra as bactérias

A CIM foi determinada através da técnica de microdiluicao, em microplacas de
96 pocgos de fundo chato, de acordo com as normas do CLSI, seguindo as
recomendagdes do documento MO7-A9 (2012) intitulado “Methods for Dilution
Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically’, utilizando o
caldo MH.

Para a padronizagéo do inéculo, cerca de 5 colbnias, isoladas em agar MH,
foram transferidas para 10 mL de caldo MH e a cultura incubada por 12 horas a 37 °C.
O indculo foi ajustado de acordo com a escala 0,5 de McFarland, para obtencéo de
valores de absorbancia, no comprimento de onda de 625 nm, variando entre 0,08 a
0,10, (correspondente a 1,0x108 UFC/mL). Na sequéncia, o indculo foi diluido

novamente em caldo MH até a concentragdo de 5x10° UFC/mL.
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Na microplaca, foi adicionado 100 pL do caldo MH na coluna 1 até a coluna
10. Em seguida, 100 pL dos vidros, na concentracdo de 500 mg/mL, foram
adicionados nos trés primeiros pogos da coluna 1, onde foi homogeneizado com o
caldo MH, para obtengédo de uma concentragao de 250 mg/mL no primeiro pogo. Apos
a homogeneizacgao, transferiu-se 100 yL do primeiro pogo para o pogo seguinte da
coluna 2 e assim sucessivamente, fazendo uma dilui¢ao seriada até a coluna 10, onde
foi descartado 100 uL. Por fim, adicionou-se 100 pL da suspenséao do indculo, ajustado
para a concentragdo 5x10° UFC/mL, na coluna 1 até a 10. A coluna 11 foi considerada
como controle positivo com 100 pL do caldo MH e 100 pL do inéculo, como controle
do crescimento do microrganismo. A coluna 12 foi o controle negativo, com 200 pL de
caldo MH. As microplacas foram incubadas a 37 °C por 24 horas.
Além disso, foi realizado teste de estabilidade dos vidros e padrdes ao longo
de 30 dias pela técnica CIM, para verificar se houve variagao na concentragdo. Os
testes foram realizados nos dias 1, 15 e 30 dias apds as diluicbes para todas as

bactérias.

3.7.2 Determinagao da Concentragao Inibitéria Minima (CIM) dos vidros contra

fungos e levedura

A CIM foi determinada através da técnica de microdiluicdo em microplacas de
96 pocos de fundo chato, de acordo com as normas do CLSI, seguindo as
recomendagdes do documento M38-A2 (2008) para fungos filamentosos “Reference
Method for Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing of Filamentous Fungi® e
M27-A3 (2008) para leveduras “Reference Method for Broth Dilution Antifungal
Susceptibility Testing of Yeasts”. A CIM foi realizada com o meio de cultura RPMI 1640
(com glutamina, sem bicarbonato e com vermelho de fenol como indicador de pH)
tamponado com MOPS (Acido 3-morfolinopropano 1-sulfénico) com pH final 7,0
(referéncia para células eucariontes). O indculo dos fungos filamentosos foi realizado
a partir de uma raspagem superficial do micélio aéreo, cultivado em BDA e suspendido
em salina 0,85%. A suspenséo foi homogeneizada por agitagdo em Vortex e o indculo
ajustado de acordo com a escala 0.5 de McFarland, em espectrofotbmetro, em
comprimento de onda de 530 nm, equivalente a 1 a 5,0x10® UFC/mL. Para a
suspensao da solugao de trabalho, foi feita uma diluicdo do microrganismo em caldo
RPMI 1640 na concentragdo de 0,4 a 5,0x10* UFC/mL. Para C. albicans,
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aproximadamente 5 colbnias, cultivadas em BDA, foram transferidas para 5 mL de
solugao salina (0,85% NaCl) estéril. O indculo foi homogeneizado por agitagdao em
Vortex e a densidade celular ajustada de acordo com a escala de 0.5 McFarland, em
espectrofotdometro com comprimento de onda de 530 nm, equivalente a 1 a 5,0x10°
UFC/mL. O inéculo foi em seguida diluido na proporgao 1:100, e depois para 1:20, em
caldo RPMI 1640, resultando na concentracdo de 2,5x10% UFC/mL.

Na microplaca, foi adicionado 100 pyL do caldo RPMI 1640 na coluna 1 até a
coluna 10. Em seguida, 100 yL dos vidros, na concentragdo de 500 mg/mL, foram
adicionados nos trés primeiros pogos da coluna 1, onde foi homogeneizado com o
caldo RPMI. Ap6és a homogeneizagao, transferiu-se 100 uL do primeiro pogo para o
poco seguinte da coluna 2 e assim sucessivamente, fazendo uma diluicao seriada até
a coluna 10, onde foi descartado 100 uL. Por fim, adicionou-se 100 uyL da suspensao
do indculo ajustado na concentragdo 2,5x10% UFC/mL para levedura e 5,0x10*
UFC/mL para os fungos filamentosos na coluna 1 até a 10. A coluna 11 foi considerada
como controle positivo com 100 yL de RPMI e 100 pL do in6éculo, como controle do
crescimento do microrganismo. A coluna 12 como controle negativo com 200 pL de
RPMI. As microplacas foram incubadas a 35 °C por 72 horas para a C. albicans e 30
°C por 72 horas para os fungos.

Além disso, foi realizado teste de estabilidade dos vidros e padrdes ao longo
de 30 dias pela técnica de microdiluicdo em caldo, para verificar se houve variagao na
concentracdo. Os testes foram realizados nos dias 1, 15 e 30 dias apds as diluigdes

para todos os fungos e levedura.

3.7.3 Determinagédo da CBM (Concentragao Bactericida Minima) e CFM

(Concentracao Fungicida Minima)

Para verificar se as formulacdes de vidro apresentavam efeito inibitério ou
microbicida, 2 uL do conteudo nos pogos do ensaio de microdiluicdo em caldo foram
depositados sobre a superficie do agar MH, em placas de Petri descartaveis 90x15
mm, para determinar a CBM das bactérias e CFM para fungos e levedura. As placas
foram incubadas a 37 °C durante 24 horas para bactérias, 35 °C por 72 horas para a
levedura e 30 °C por 96 horas para os fungos. Apds este periodo, foi observado se
houve crescimento dos microrganismos na placa, para entdo determinar qual foi a

menor concentragdo dos vidros capaz de causar a morte dos microrganismos.
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Também foi realizado durante os dias 1, 15 e 30 dias do experimento, para verificar

se houve variagao na concentragao das formulacées de vidros.

3.8 AVALIACAO FORMULACOES DE VIDROS INCORPORADOS EM ARGAMASSA,
POR POCO-DIFUSAO

Os vidros foram incorporados a argamassa com o objetivo de avaliar sua
eficiéncia antimicrobiana contra os microrganismos testados apds o contato com o
material. A argamassa utilizada foi da marca Do Mestre, com a seguinte composigao
de acordo com o fabricante: Cimento Portland Cinza, agregados minerais
selecionados e aditivos quimicos.

Com base na concentragao inicial de 1:2 (500 mg/mL) e nos resultados dos
testes de microdiluicdo em caldo, os vidros foram diluidos em duas proporgcdes
diferentes: 125 mg/mL e 62,5 mg/mL. As concentracdes diluidas foram incorporadas
a argamassa e avaliadas por meio do ensaio de pogo-difusdo, conforme descrito no
item 3.6. Ap6s o periodo de incubacéao, os halos formados ao redor dos pogos foram
avaliados, em ftriplicata, com o auxilio de um paquimetro digital. Como controle
positivo, foi utilizado 10 ug de gentamicina para bactérias e 50 ug de miconazol para

fungos. Como controle negativo, foi utilizado argamassa diluida em agua.

3.9 MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

A micromorfologia dos microrganismos, na presengca € auséncia das
formulagdes de vidros, foi analisada através de microscopia de fluorescéncia. Para os
ensaios foi selecionada a formulacdo do vidro que apresentou melhor atividade
antimicrobiana para cada microrganismo, a partir dos resultados obtidos pela técnica
da susceptibilidade antimicrobiana, descrita no item 3.7. Para todos os
microrganismos foram coletados 100 pyL dos pogos em triplicata, da CIM, sub-CIM,
controle positivo e controle negativo, e transferidos para um microtubo de 1,5 mL. O
pellet celular foi obtido por centrifugagdo a 5000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi
descartado e o pellet ressuspendido com 100 uL de PBS 0,1 M pH 7,2.

As laminas dos fungos e levedura foram coradas com Calcofluor White (CW)
(Sigma-Aldrich), a 5 pg/mL com o mesmo volume de hidréxido de potassio a 10%.

Esse corante fluorescente se liga a componentes estruturais da parede celular como
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quitina, B-glucanos (ligagdes B3-1,3 e p-1,4) e celulose. As células bacterianas foram
coradas com iodeto de propidio a 10 yg/mL, que se liga a acidos nucleicos corando
células mortas. As laminas coradas foram mantidas em repouso por 10 minutos e as
imagens foram obtidas em microscépio invertido de fluorescéncia Olympus FSX100,

localizado no Laboratoério de Patologia Animal, da UFPR Setor Palotina.

3.10 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A microscopia eletrénica de varredura foi usada com o objetivo de investigar as
modificagdes estruturais dos microrganismos apdés o tratamento com o vidro de
polifosfato.

A partir dos resultados obtidos pela técnica da susceptibilidade antimicrobiana,
descrita no item 3.7, foi selecionado o vidro que apresentou a melhor atividade
antimicrobiana contra os microrganismos. O conteudo dos pocgos foi coletado, em
triplicata, da CIM, sub-CIM, controle positivo e controle negativo, transferidos para um
microtubo estéril de 1,5 mL. Em seguida, foram centrifugados por 10 minutos a 5000
rpm para obtengao do pellet celular. O sobrenadante foi descartado e ressuspendido
em 1 mL de PBS 0,1 M pH 7,2. Apés uma nova centrifugagéo, o pellet foi fixado com
1 mL de solugéo fixadora de glutaraldeido 2,5% em 0,1 M de PBS pH 7,2, mantido
overnight a 4 °C. Apds a etapa de fixagdo, os microtubos foram novamente
centrifugados e o pellet lavado novamente com PBS, mantendo um volume final de
100 yL para posteriores analises.

Para fungos e levedura, para manter a integridade da estrutura celular, apos
uma nova centrifugagao, o pellet foi ressuspendido com 100 pL de tetroxido de 6smio
1% em PBS 0,1 M pH 7,2, fixados por 1 hora a 25 °C. Apds o periodo de incubacéo,
uma nova centrifugacgéo foi realizada para descartar o tetroxido e o pellet foi lavado
novamente com PBS, mantendo um volume final de 100 pL para posteriores analises.

Laminulas de vidro circulares de 13 mm foram cobertas com solug¢ao de poli-L-
lisina 0,1% por 10 minutos. Em seguida, foram lavadas com &agua destilada
autoclavada e secas por 1 hora em estufa a 50 °C. Apos a secagem, 50 uL das
amostras foram adicionadas na superficie das laminulas e mantidas em estufa até as
células aderirem totalmente na superficie. Na sequéncia, as células foram
desidratadas em concentragdes crescentes de etanol, 50%, 70%, 80%, 90%, 95% a

100% (esta ultima por 2 vezes) durante 10 minutos cada. O ponto critico foi realizado
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em equipamento Leica EM CPD300 Critical Point Dryer durante aproximadamente 1
hora e as imagens da MEV foram obtidas em microscopio eletrénico de varredura
TESCAN VEGA3 SEM com aumentos de 5.000 e 10.000 vezes, localizado na UFPR

Setor Palotina.

3.11 AVALIAGCAO DE POLIFOSFATOS POR PAGE (ELETROFORESE EM GEL DE
POLIACRILAMIDA)

Os polifosfatos presentes nos vidros foram avaliados pela técnica de
eletroforese por gel de poliacrilamida (PAGE) com ureia 7M. O objetivo da adigdo da
ureia no gel é desnaturar as cadeias de polifosfatos.

A eletroforese foi realizada em sistema vertical Mini-PROTEAN® Tetra Cell
(Biorad). O gel de poliacrilamida foi realizado na concentragdo de 10%, com razao
19:1 (acrilamida/bis-acrilamida) onde a %T (concentracéo total de monémeros) foi
40% e %C (proporgao de bis-acrilamida em relagdo ao valor total de mondémeros) a
5%, e ureia a 7M. A polimerizagao do gel foi finalizada com 0,1% de persulfato de
amonio e 0,1% de TEMED (Tetrametiletiienodiamina). O tamp&o de corrida utilizado
foi o TBE 1X (89 mM Tris, 89 mM borato, 2 mM EDTA, pH 8,3).

A eletroforese foi conduzida a uma corrente de 150 mA e 200 Volts, por 50
minutos. Em seguida, o gel foi mantido em agitagao constante durante 20 minutos com
0,05% de azul de toluidina, 25% de metanol e 5% de glicerol, para corar as cadeias
de polifosfatos. A etapa de descoloragao foi realizada 3x, em intervalo de 30 minutos
cada sob agitacdo constante, com 25% de metanol e 5% de glicerol. O gel foi

visualizado em luz LED branca no Transiluminador (Kasvi).

3.12 CARACTERIZACAO QUIMICA DOS VIDROS

As amostras vitreas foram previamente diluidas em agua destilada, e, apds a
completa solubilizagdo, o pH das solugdes foi medido utilizando eletrodo de vidro
(marca Sensogless, modelo SC08). As medi¢cdes foram realizadas em triplicata, a
temperatura ambiente, garantindo a precisdo dos valores obtidos. Os dados foram
registrados para posterior analise e comparagao entre as diferentes formulagdes.

A analise de espectroscopia de absor¢ao no infravermelho com Transformada

de Fourier (FTIR) foi realizada em espectrémetro de infravermelho Perkin Elmer,
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modelo Spectrum 65. A amostra foi preparada em pastilha de KBr (brometo de
potassio). A leitura foi feita com 1% da amostra e 99% de KBr grau espectroscopico
(Sigma-Aldrich). A andlise foi realizada entre 4000 e 500 cm-!, com resolugéo de 4 cm-

e 32 scans.

3.13 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados obtidos foram analisados utilizando o software R (versdo 4.4.2).
Inicialmente, foi avaliado a normalidade dos dados por meio do teste de Shapiro-Wilk,
sendo constatado que os valores ndo seguem distribuicdo normal. Assim, foi realizado
o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para comparar os grupos. O teste de Tukey
foi aplicado, com nivel de significancia de a = 0,05 (95%). O desvio padrao foi

calculado para avaliar a dispersao das variaveis.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 SUSCEPTIBILIDADE ANTIMICROBIANA AOS VIDROS - TECNICA DE POGO-
DIFUSAO

A dimensao dos halos formados ao redor dos pogos foi avaliada para a
determinacao do efeito inibitério dos vidros sobre bactérias e fungos, apds o periodo
de contato. No controle positivo foi utilizado o antibiético gentamicina a 10 ug/mL, para
as bactérias, e o antifungico miconazol a 50 pg/mL, para os fungos e a levedura, para
comparar com os antimicrobianos recomendadas pela CLSI.

Os resultados obtidos com as bactérias S. aureus e E. coli estdo apresentados
na Figura 9. Todos os vidros (A, L e K) tiveram efeito inibitorio contra S. aureus, devido
a formagao de halo ao redor do pogo, em comparagao com E. coli, que nao apresentou
inibicado no crescimento. Os padrdes P1 e P2 tiveram acdo somente para S. aureus e

o padrao P3 nao teve agao para nenhuma das bactérias.

FIGURA 9 - RESULTADOS DO TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE ANTIBACTERIANA DOS VIDROS
CONTRA S. aureus E E. coli, RESPECTIVAMENTE, POR POCO-DIFUSAO

Vidro A Vidro L Vidro K P1 P2 P3

S. aureus

E. coli

FONTE: A autora (2024).

LEGENDA: A primeira linha corresponde aos testes dos vidros e padrdes com S. aureus e a segunda
linha com E. coli. C- (controle negativo, somente salina 0,85%), C+ (controle positivo, 10 ug de
gentamicina), A (vidro polifosfato de sédio, temperatura de fus&o 700 °C), L (vidro borofosfato com
10% mol B, temperatura de fusdo 700 °C), K (vidro polifosfato de sédio, temperatura de fusdo 800
°C), P1 (polifosfato de sddio), P2 (hexametafosfato de sédio) e P3 (reagente precursor NaH2POa).

Os resultados obtidos no procedimento de pogo-difusdo para a levedura C.
albicans e fungos, S. chartarum e Penicillium sp. estdo apresentados na Figura 10.

Foram observados halos de inibicdo no crescimento dos microrganismos testados,
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para todos os vidros, com intensidades variaveis entre os isolados. Além disso, 0s
padroes P1 e P2 também apresentaram atividade, comparado com o P3 que nao teve

acao sobre nenhum microrganismo testado.

FIGURA 10 - RESULTADOS DO TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE ANTIFUNGICA DOS VIDROS
CONTRA C. albicans, S. chartarum E Penicillium sp., RESPECTIVAMENTE, POR POCO-DIFUSAO

Vidro A Vidro L Vidro K

C. albicans

S. chartarum [

Penicillium

FONTE: A autora (2024).

LEGENDA: A primeira linha corresponde aos testes dos vidros e padrdes com C. albicans, segunda
linha com S. chartarum e a terceira linha com o Penicillium sp. C- (controle negativo, somente salina
0,85%), C+ (controle positivo, 50 ug de miconazol), A (vidro polifosfato de sédio, temperatura de
fusdo 700 °C), L (vidro borofosfato com 10% mol B, temperatura de fusdo 700 °C), K (vidro polifosfato
de sodio, temperatura de fusédo 800 °C), P1 (polifosfato de sddio), P2 (hexametafosfato de sédio) e P3
(reagente precursor NaH2PO4).

Os resultados com as médias (em milimetro) das triplicatas de cada ensaio
realizado para todos os microrganismos, estdo representadas na Tabela 3. Além
disso, foi realizado o calculo do desvio padrédo e comparado entre amostras (vidros A,
L e K) com os padrdes (P1, P2 e P3) para determinar se houve estatisticamente

diferencga significativa entre os tratamentos para cada microrganismo.
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TABELA 3 - RESULTADO DAS MEDIAS DOS HALOS DE INIBICAO PARA TODOS OS
MICRORGANISMOS NO TESTE DE POCO-DIFUSAO

Microrganismos

S. aureus E. coli C. albicans S. chartarum | Penicillium sp.
Amostras
e
controles | Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
A 21,23e 04 0,0b 0,0 | 22,58cd 0,2 | 2629bc 0,2 | 20,39cd 0,7
L 2821a 0,2 0,0b 00| 3144a 13| 3141a 13 29,62a 0,1
K 18,82f 0,7 0,0b 0,0 | 20,06d 04 | 20,69d 0,6 16,44d 0,0
P1 23,67c 0,5 0,0b 0,0 | 2854bc 0,3 | 30,14ab 0,7 | 27,02bc 0,7
P2 22,73d 0,2 0,0b 0,0 | 30,73a 04 | 30,83a 0,5 | 29,16ab 0,9
P3 0,09 0,0 0,0b 0,0 0,0e 0,0 0,0e 0,0 0,0e 0,0
C+ 2511b 03| 2431a 0,3 | 30,19ab 0,2 | 22,01cd 0,9 2983a 0,9
C- 0,0g 0,0 0,0b 0,0 0,0e 0,0 0,0e 0,0 0,0e 0,0

FONTE: A autora (2024).

LEGENDA: DP: Desvio Padrao. Letras distintas na mesma coluna indicam diferencga significativa entre
as metodologias de acordo com o teste de Tukey (a: 0,05). C- (controle negativo, somente salina
0,85%), C+ (controle positivo, 10 ug de gentamicina para bactérias e 50 ug de miconazol para fungos),
A (vidro polifosfato de sddio, temperatura de fusdo 700 °C), L (vidro borofosfato com 10% mol B,
temperatura de fusdo 700 °C), K (vidro polifosfato de sédio, temperatura de fusdo 800 °C), P1
(polifosfato de sédio), P2 (hexametafosfato de sodio) e P3 (reagente precursor NaH2PO4).

A bactéria S. aureus apresentou halos de inibicdo pronunciados frente as trés
formulagdes de vidro, sendo o maior efeito observado quando se utilizou o vidro L,
com a meédia do halo 28,21+0,2. Por outro lado, o vidro que apresentou menor
desempenho foi o vidro K, com a média 18,82+0,7, mas ainda assim revelou potencial
antibacteriano significativo. Quanto aos padrées, o maior efeito inibitorio foi observado
para o vidro P1, com média 23,67+0,5. Essas diferengas na atividade antimicrobiana

sugerem que as alteragdes nas formulagdes dos vidros e dos padrdes influenciam
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diretamente no seu mecanismo de agao. Algumas cepas de S. aureus sdo conhecidas
por sua resisténcia a diferentes antimicrobianos, como a MRSA (Methicillin-Resistant
Staphylococcus aureus), que apresenta resisténcia ao antibidtico meticilina que vem
gerando preocupagdes na saude publica do mundo todo (ALARJANI e SKALICHY,
2021). Portanto, os resultados obtidos com as diferentes formulacbes de vidros
possuem potencial contra S. aureus, tornando-se uma alternativa para aplicagdes
biotecnolégicas futuras como um revestimento antimicrobiano em superficies ou
materiais de construgdo, como argamassas e tintas.

E. coli, uma bactéria Gram-negativa, apresentou resisténcia para todas as
formulagdes de vidros e padrbes. Esse comportamento de resisténcia pode ser
atribuido a estrutura da parede celular, que possui uma membrana externa rica em
lipopolissacarideos (LPS), que atuam como uma barreira de prote¢gado contra muitos
agentes antimicrobianos (WANG et al., 2021).

O vidro L (10% de boro) apresentou melhores resultados contra a levedura C.
albicans, com 31,44+1,3 de média de inibigdo. Os vidros de sodio, A e K apresentaram
22,5810,2 e 20,05+0,4, respectivamente. Ja o padrdao P2, um maior halo de inibicdo
foi observado, com uma média 30,73+0,4, em comparagdao com o P3 que néao
apresentou ag¢ao. Dessa forma, a formulacdo do vidro L torna-se promissor para o
controle da levedura e com potencial de aplicagao futura.

Ja os fungos S. chartarum e Penicillium sp. também apresentaram melhores
resultados para a formulagao do vidro L, com uma média de 31,41+£1,3 e 29,62+0,1,
respectivamente. Entre os padrdes testados, P2 apresentou maior resultado, com
30,83%0,5 para S. chartarum e 29,16+0,9 para Penicillium sp. Tanto para a levedura
quanto para os fungos, o P2 apresentou melhores resultados quando comparado com
a S. aureus. Essa diferenga pode estar diretamente ligada com a liberagao de ions

que desestabilizam a membrana celular dos microrganismos.

4.2 RESULTADOS DO TESTE DE ESTABILIDADE DOS VIDROS DILUIDOS AO
LONGO DE 30 DIAS POR POCO-DIFUSAO

A andlise de estabilidade teve como objetivo de avaliar se houve variagao na
agao antimicrobiana ao longo dos dias 1, 8, 15 e 30 para todos os microrganismos.
Os resultados obtidos dos ensaios para as bactérias S. aureus e E. coli estao

apresentados na Figura 11.



FIGURA 11 - RESULTADOS DO TESTE DE ESTABILIDADE, PELA TECNICA DE POGCO-DIFUSAO,
DOS VIDROS E PADROES AO LONGO DE 30 DIAS PARA S. aureus E E. coli

Staphylococcus aureus Eshcerichia coli

DIA 8 DIA 15 DIA 30 DIA 1 DIA 8 DIA 15 DIA 30

FONTE: A autora (2024).
LEGENDA: VA (vidro com sédio, rate 700 °C), VL (vidro com 10% Boro, rate 700 °C), VK (vidro com
sodio, rate 800 °C), P1 (padrao 1 sédio), P2 (padrdo 2 Na-Hexametafosfato) e P3 (padrao 3, reagente
de partida NaH2POs).

Para S. aureus, foram observados halos de inibicdo durante os quatro dias
avaliados, para os vidros A, L e K. Os padrées P1 e P2 também apresentaram
atividades ao longo dos dias, em comparagdo com o P3, que n&o teve acgao,
confirmando o mesmo resultado avaliado no item anterior. Para avaliar a variagao na
atividade antimicrobiana ao longo do tempo, foi realizada uma analise estatistica para
verificar a diferenga significativa entre os periodos de 1, 8, 15 e 30 dias. Os resultados

obtidos estao apresentados na Tabela 4.
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TABELA 4 - TESTE DE ESTABILIDADE AO LONGO DOS 30 DIAS COM AS MEDIAS DOS HALOS
DE INIBICAO PARA S. aureus NO TESTE DE POCO-DIFUSAO

Amostras S. aureus
e

controles D1 DP D8 DP D15 DP D30 DP
A 19,93 a 0.5 21,17 a 0,2 19,64 a 0,5 19,43 a 0,3
L 27,68 ¢ 0,7 29,66 a 0,4 28,84 bc 0,3 29,23 ab 0,3
K 17,63 b 0,3 19,22 ab 0,9 18,08 ab 0,6 19,87 a 0,8
P1 25,24 a 0,9 24,70ab 0,6 23,41 bc 0,3 23,00 ¢ 0,7
P2 2534ab 04 25,50 a 0,3 23,10 ¢ 04 23,85 bc 0,3
P3 0,0a 0,0 0,0a 0,0 0,0a 0,0 0,0a 0,0
C+ 27,20 a 0,0 24,20 b 0,3 20,90 ab 0,1 25,26 ab 0,8
C- 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

FONTE: A autora (2024).

LEGENDA: D1 (dia 1), D8 (dia 8), D15 (dia 15) e D30 (dia 30). DP: Desvio Padréo. Letras distintas na
mesma linha indicam diferenga significativa entre as metodologias de acordo com o teste de Tukey
(a:0,05). C- (controle negativo, somente salina 0,85%), C+ (controle positivo, 10 pg de gentamicina), A
(vidro polifosfato de sodio, temperatura de fusdo 700 °C), L (vidro borofosfato com 10% mol B,
temperatura de fusdo 700 °C), K (vidro polifosfato de sédio, temperatura de fusdo 800 °C), P1
(polifosfato de sodio), P2 (hexametafosfato de sddio) e P3 (reagente precursor NaH2POa).

Com base nos dados estatisticos obtidos, o vidro A se manteve estavel ao
longo dos dias, com uma média de agcdo, em mm, entre 19,9310,5 no primeiro dia e
19,4310,3 no ultimo dia, sem diferencas estatisticamente significativas. O vidro L
produziu maiores halos de inibicdo entre todos os dias avaliados, com valores entre
27,68+0,7 no primeiro dia e 29,23+0,3 no ultimo dia, onde os dados apresentaram
diferencgas significativas entre os quatro dias avaliados, demonstrando que ao longo
das semanas houve um aumento na agao contra S. aureus. Ja o vidro K apresentou
uma menor agao, com 17,63x0,3 no primeiro dia e 19,87+0,8 no ultimo dia, comparado
com outros vidros. Dentre os padrdes avaliados, P1 e P2 apresentaram no primeiro

dia uma média de 25,2410,9 e 25,34+0,4, respectivamente, e no ultimo dia, uma
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diminuicdo com 23,00+0,7 para o P1 e 23,85+0,3 para o P2, sendo um possivel
indicativo de desestabilizacdo da acdo, em comparacdo com os vidros que
mantiveram ou aumentaram a acao antimicrobiana ao longo dos dias. O controle
positivo, testado com o antibiético gentamicina recomendado para essa bactéria,
apresentou variagdes ao longo das semanas, com 27,20+0,0 no primeiro dia e
25,26+0,8 no ultimo dia. Portanto, para a S. aureus, o vidro L demonstrou um maior
aumento da ac¢ao ao longo das semanas e melhor estabilidade, sugerindo uma opgao
promissora para o controle da bactéria.

Os resultados estatisticos obtidos para a E. coli estao dispostos na Tabela 5.

TABELA 5 - TESTE DE ESTABILIDADE AO LONGO DOS 30 DIAS COM AS MEDIAS DOS HALOS
DE INIBICAO PARA E. coli NO TESTE DE POCO-DIFUSAO

Amostras E. coli
e
controles D1 DP D8 DP D15 DP D30 DP
A 0,0a 0,0 0,0a 0,0 0,0a 0,0 0,0a 0,0
L 0,0c 0,0 0,0c 0,0 14,40 b 0,1 15,95 a 0,3
K 0,0a 0,0 0,0a 0,0 0,0a 0,0 0,0 a 0,0
P1 0,0c 0,0 0,0c 0,0 12,30 b 0,1 13,05 a 0,0
P2 0,0c 0,0 0,0c 0,0 12,64 b 0,0 13,23 a 0,1
P3 0,0a 0,0 0,0a 0,0 0,0a 0,0 0,0a 0,0
C+ 28,04 a 0,5 22,58 b 0,4 2292 a 0,1 22,25b 0,6
C- 0,0a 0,0 0,0a 0,0 0,0a 0,0 0,0a 0,0

FONTE: A autora (2024).

LEGENDA: D1 (dia 1), D8 (dia 8), D15 (dia 15) e D30 (dia 30). DP: Desvio Padrao. Letras distintas na
mesma linha indicam diferenga significativa entre as metodologias de acordo com o teste de Tukey
(a:0,05). C- (controle negativo, somente salina 0,85%), C+ (controle positivo, 10 ug de gentamicina), A
(vidro polifosfato de sodio, temperatura de fusdo 700 °C), L (vidro borofosfato com 10% mol B,
temperatura de fusdo 700 °C), K (vidro polifosfato de sdédio, temperatura de fusdo 800 °C), P1
(polifosfato de sddio), P2 (hexametafosfato de sddio) e P3 (reagente precursor NaH2POa).
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Os vidros A e K n&o apresentaram atividade contra E. coli em nenhum dos dias
avaliados, indicando uma resisténcia da bactéria na presenca dos compostos dos
vidros, como ja discutido anteriormente. Ja o vidro L apresentou uma baixa acgao
contra o microrganismo no dia 15, com uma média de 14,40+0,1 e no dia 30, um
pequeno aumento com uma média de 15,95+0,3. O mecanismo de acao
antimicrobiana do vidro L contra a E. coli pode estar relacionado com a
despolimerizagdo da matriz vitrea e ao efeito das cadeias poliméricas geradas no
processo, em vez de uma simples liberagao gradual de ions na solugéo. Essa hipotese
€ suportada pela solubilidade caracteristica do vidro L, que favorece o processo de
despolimerizagao, resultando na formagao de espécies com diferentes tamanhos de
cadeias ao longo do tempo, as quais podem atuar no mecanismo antimicrobiano
(SCHNEIDER, R. em comunicagao pessoal). Os padrdes P1 e P2 apresentaram um
comportamento de agao parecido com o vidro L, onde no dia 15 apresentaram baixa
acao com uma média de 12,30£0,1 parao P1 e 12,64+0,0 para o P2. No dia 30, houve
um pequeno aumento com 13,05+0,0 e 13,23+0,1, respectivamente. No entanto, a
acao foi menor comparado com o vidro L. O controle positivo, com gentamicina, houve
uma maior agao no primeiro dia com 28,04+0,5 e uma menor agao no dia 30 com
22,2510,6.

Os resultados obtidos para a levedura C. albicans ao longo dos 30 dias, estao

apresentados na Figura 12 e Tabela 6.

FIGURA 12 - RESULTADOS DO TESTE DE ESTABILIDADE DOS VIDROS E PADROES AO
LONGO DE 30 DIAS, PELA TECNICA DE POGCO-DIFUSAO, PARA C. albicans

Candida albicans
DIA 1 DIA 8 DIA 15 DIA 30 DIA 1 DIA S DIA 15 DIA 30

FONTE: A autora (2024).

LEGENDA: C- (controle negativo, somente salina 0,85%), C+ (controle positivo, 50 ug de miconazol),
A (vidro polifosfato de sédio, temperatura de fuséo 700 °C), L (vidro borofosfato com 10% mol B,
temperatura de fusdo 700 °C), K (vidro polifosfato de sédio, temperatura de fusdo 800 °C), P1
(polifosfato de sodio), P2 (hexametafosfato de sédio) e P3 (reagente precursor NaH2POa).
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TABELA 6 - TESTE DE ESTABILIDADE AO LONGO DOS 30 DIAS COM AS MEDIAS DOS HALOS
DE INIBICAO PARA C. albicans NO TESTE DE POCO-DIFUSAO

Amostras C. albicans
e
controles D1 DP D8 DP D15 DP D30 DP
A 21,99 a 1,0 22,18 a 0,4 21,42 a 0,4 21,64 a 0,2
L 32,67 a 0,0 31,32b 0,1 30,02 c¢c 0,0 31,16 b 0,7
K 18,99 a 1,0 19,56 a 0,9 19,77 a 0,4 18,48 a 0,4
P1 25,24 a 0,9 24,70 ab 0,6 23,41 be 0,3 23,00 c 0,7
P2 25,34 ab 0,4 2550 a 0,3 23,10 ¢c 0,6 23,85 bc 0,3
P3 0,0a 0,0 0,0a 0,0 00a 0,0 0,0a 0,0
C+ 28,97 a 0,6 25,92 ab 0,5 25,82 ab 0,1 2487 b 0,8
C- 0,0a 0,0 0,0a 0,0 0,0a 0,0 0,0a 0,0

FONTE: A autora (2024).

LEGENDA: D1 (dia 1), D8 (dia 8), D15 (dia 15) e D30 (dia 30). DP: Desvio Padrao. Letras distintas na
mesma linha indicam diferenga significativa entre as metodologias de acordo com o teste de Tukey
(a:0,05). C- (controle negativo, somente salina 0,85%), C+ (controle positivo, 50 ug de miconazol), A
(vidro com sédio, rate 700 °C), L (vidro com 10% Boro, rate 700 °C), K (vidro com sédio, rate 800 °C),
P1 (padrao 1 sodio), P2 (padrao 2 Na-Hexametafosfato) e P3 (padrao 3, reagente de partida NaH2POa).

Os vidros A e K apresentaram-se estaveis ao longo das semanas, com
21,994£1,0 e 18,9941,0 no primeiro dia e, no dia 30 com 21,64+0,2 e 18,48+0,4,
respectivamente. O vidro L também apresentou melhores resultados para a levedura,
com 32,67+0,0 no dia 1 e 31,16+0,7, no dia 30. Apesar de ter apresentado uma média
alta de inibi¢ao, diferentemente dos resultados obtidos com as bactérias, onde houve
uma maior agao ao longo dos dias, para a C. albicans o vidro se manteve estavel.
Essa estabilidade por ser um indicativo de menor sensibilidade da levedura contra a
formulacédo L. Da mesma forma com os resultados obtido com as bactérias, para C.
albicans foi obtida uma média de halo 25,24+0,9 no dia 1, e 25,3410,4, no dia 30,
quando se utilizou os padrdes P1 e P2, representando uma diminuigdo com 23,00+0,7

e 23,8510,3, respectivamente. O controle positivo, testado com miconazol (50 ug) teve
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uma agao maior no primeiro dia, com 28,97+0,6 e uma menor ag¢ao no dia 30, com
24,87+10,8.

Os resultados para os fungos S. chartarum e Penicillium sp. sdo apresentados
na Figura 13 e os dados estatisticos com as médias dos halos das triplicatas, na

Tabela 7 para S. chartarum e Tabela 8 para Penicillium sp.

FIGURA 13 - RESULTADOS DO TESTE DE ESTABILIDADE DOS VIDROS E PADROES AO
LONGO DE 30 DIAS, PELA TECNICA DE POCO-DIFUSAO, PARA S. chartarum E Penicillium sp.

Stachybotrys chartarum Penicillium sp.

DIA 1 DIA 8 DIA 15 DIA 30 DIA 1 DIA 8 DIA 15 DIA 30

N

P1

P2

P3

FONTE: A autora (2024).

LEGENDA: C- (controle negativo, somente salina 0,85%), C+ (controle positivo, 50 ug de miconazol),
A (vidro polifosfato de sodio, temperatura de permanéncia 700 °C), L (vidro borofosfato com 10% mol
B, temperatura de permanéncia 700 °C), K (vidro polifosfato de sédio, temperatura de permanéncia
800 °C), P1 (polifosfato de sddio), P2 (hexametafosfato de sédio) e P3 (reagente precursor NaH2POa).
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TABELA 7 - TESTE DE ESTABILIDADE AO LONGO DOS 30 DIAS COM AS MEDIAS DOS HALOS
DE INIBICAO PARA S. chartarum NO TESTE DE POCO-DIFUSAO

Amostras S. chartarum
e
controles D1 DP D8 DP D15 DP D30 DP
A 26,29 a 0,2 26,84 a 0,5 27,65 a 0,6 27,36 a 1,2
L 32,67 a 0,0 31,32¢c 0,1 30,02 b 0,0 31,16 b 0,7
K 20,69 a 0,6 21,97 a 1,1 21,93 a 0,6 2298 a 0,7
P1 30,14 a 0,7 31,58 a 1,3 31,03 a 0,4 29,35a 1,2
P2 30,83 ab 0,5 29,87 b 0,8 32,81a 1,4 32,75a 0,5
P3 0,0a 0,0 0,0a 0,0 00a 0,0 0,0a 0,0
C+ 22,01b 0,9 23,90 a 0,6 23,89 a 0,2 21,90 b 0,5
C- 0,0a 0,0 0,0a 0,0 0,0a 0,0 0,0a 0,0

FONTE: A autora (2024).

LEGENDA: D1 (dia 1), D8 (dia 8), D15 (dia 15) e D30 (dia 30). DP: Desvio Padrao. Letras distintas na
mesma linha indicam diferenga significativa entre as metodologias de acordo com o teste de Tukey
(a:0,05). C- (controle negativo, somente salina 0,85%), C+ (controle positivo, 50 ug de miconazol), A
(vidro polifosfato de sédio, temperatura de permanéncia 700 °C), L (vidro borofosfato com 10% mol B,
temperatura de permanéncia 700 °C), K (vidro polifosfato de sodio, temperatura de permanéncia 800
°C), P1 (polifosfato de sddio), P2 (hexametafosfato de sddio) e P3 (reagente precursor NaH2POg).

Para o fungo S. chartarum, os vidros A e K apresentaram-se estaveis ao longo
das semanas, com 26,99+0,2 e 20,69+0,6 no primeiro dia e, no dia 30 com 27,36%1,2
e 22,9810,7, respectivamente, sem diferengas significativas entre os dias avaliados.
O vidro L também apresentou maiores resultados para esse fungo, onde no primeiro
dia apresentou uma média de halo com 32,67+0,0 e no dia 30 com 31,16+0,7. Os
padroes apresentaram um comportamento diferente dos resultados observados nos
microrganismos anteriores. O P1 se manteve estavel ao longo dos dias, sem
diferencas significativas, enquanto o P2 no primeiro dia apresentou uma média de halo
com 30,83%0,5 e no dia 30 um aumento com 32,75+0,5. Ja o controle positivo, testado

com miconazol (50 ug) se manteve estavel ao longo dos dias, com 22,01+0,9 no dia
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1 e 21,904£0,5 no dia 30, porém, com resultados menores em comparagdo com a
formulacao L que apresentou maiores resultados.
Os dados estatisticos estao descritos na Tabela 8, para os ensaios com o fungo

Penicillium sp.

TABELA 8 - TESTE DE ESTABILIDADE AO LONGO DOS 30 DIAS COM AS MEDIAS DOS HALOS
DE INIBICAO PARA Penicillium sp. NO TESTE DE POGO-DIFUSAO

Amostras Penicillium sp.
e

controles D1 DP D8 DP D15 DP D30 DP
A 19,67 d 0,3 21,09¢ 0,8 26,18 b 0,1 27,16 a 0,2
L 30,04 b 1,1 30,06 b 0,4 36,30 a 0,4 37,42 a 0,8
K 16,81 ¢ 0,7 17,17 bc 0,6 20,53 ab 0,7 21,63 a 0,7
P1 22,99d 0,6 29,92 c 0,6 30,88 b 0,4 31,71 a 0,5
P2 27,33b 0,9 27,74 b 0,9 30,94 a 0,1 32,53 a 1,3
P3 0,0a 0,0 0,0a 0,0 0,0a 0,0 0,0a 0,0
C+ 24,45 be 0,3 2415¢ 0,2 24,94 ab 0,1 2510 a 0,1
C- 0,0a 0,0 0,0a 0,0 0,0a 0,0 0,0a 0,0

FONTE: A autora (2024).

LEGENDA: D1 (dia 1), D8 (dia 8), D15 (dia 15) e D30 (dia 30). DP: Desvio Padrédo. Letras distintas na
mesma linha indicam diferenga significativa entre as metodologias de acordo com o teste de Tukey
(a:0,05). C- (controle negativo, somente salina 0,85%), C+ (controle positivo, 50 ug de miconazol), A
(vidro polifosfato de sédio, temperatura fusdo 700 °C), L (vidro borofosfato com 10% mol B, temperatura
de fusdo 700 °C), K (vidro polifosfato de sodio, temperatura de fusdo 800 °C), P1 (polifosfato de sodio),
P2 (hexametafosfato de sddio) e P3 (reagente precursor NaH2POg).

Para o Penicillium sp., os vidros tiveram comportamentos diferentes em
comparagao com os outros microrganismos testados. A média dos halos de inibigao
do crescimento fungico, para o vidro A, no dia 1 foi de 19,67+0,3 e no dia 30,
27,16x0,2. Para o vidro K diluido no dia 1, a média foi de 16,81+0,7 e no dia 30,

21,63x0,7. Os maiores halos foram novamente observados para o vidro L, onde no
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dia 1 apresentou média de 30,04£1,1 e no dia 30 com 37,42+0,8. Apesar do vidro L
apresentar resultados significativos mais altos em comparacdo com os outros vidros,
todas as formulagdes tiveram um aumento gradual ao longo dos dias. Os resultados
também foram similares para os padrdes P1 e P2, onde no dia 1 apresentou 22,99+0,6
e 27,33+0,9 e no dia 30 com 31,71+0,5 e 32,5311,3, respectivamente. O antifungico
miconazol (50 ug), utilizado como controle positivo, se manteve estavel ao longo dos
dias, com 24,45+0,3 no dia 1 e 25,1040,1 no dia 30, porém, com resultados menores
em comparagao com a formulacio L que apresentou maiores resultados.

Em concluséo, para todos os microrganismos testados, a formulag&o presente
no vidro L apresentou melhores resultados de inibicdo do crescimento microbiano,
quando comparado com as outras formulagdes de vidros e com os padrdes testados,
sendo um indicativo promissor para futuras aplicagdes biotecnolégicas ambientas na

incorporagao desse vidro em superficies e materiais de construcao.

4.3 DETERMINAGAO DA CIM DOS VIDROS, POR MICRODILUICAO EM CALDO

A técnica de microdiluicdo em caldo foi realizada para a determinagao da CIM
das formulagbes de vidro contra os microrganismos testados. Os valores foram
determinados através de inspecao visual, com base na turvacdo obtida pelo
crescimento dos microrganismos. Para o ensaio com S. aureus, as imagens podem
ser observadas no Apéndice A e para E. coli no Apéndice B, avaliados nos dias 1, 15
e 30.

Apos o ensaio da CIM, foi realizado a CBM para confirmar os resultados a partir
da CIM, determinando qual foi a concentragao bactericida minima necessaria para os
vidros inibirem o crescimento dos microrganismos, em comparagao com os padrdes.
Os resultados da CBM para S. aureus e E. coli estao dispostos na Figura 14 e vao de
encontro aos resultados obtidos no Apéndice A e B, respectivamente para cada

microrganismo.



FIGURA 14 - RESULTADO DA CBM PARA S. aureus E E. coli

Staphylococcus aureus Escherichia coli

Vidro A Vidro A
1 23 45 67 8 910C+C- 12345678 910 C+C-

Dia 1
Dia 15
Dia 30
Vidro L Vidro L
1 23 435 67 8 910C+C- 1 2 3 456 789 10C+C-

125455?891DC+|:.

Dia 15

Padrio P1
1 23 458 67858 910C+0C-

Padrio P3 Padrée P3

12 345 67 8 910C+C- 12345’6?891DC+C-
p & Dia 1 i : ™ T .

Dia 15

"G. DO@ Q00N

FONTE: A autora (2024).
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LEGENDA: 1 ao 10 representam os valores das concentragdes em mg/mL. 1 (250 mg/mL), 2 (125
mg/mL), 3 (62,5 mg/mL), 4 (31,25 mg/mL), 5 (15,62 mg/mL), 6 (7,81 mg/mL), 7 (3,90 mg/mL), 8 (1,95

mg/mL), 9 (0,9 mg/mL) e 10 (0,4 mg/mL). C+ (controle positivo, somente caldo MH e inéculo da

bacteria). C- (controle negativo, somente caldo MH).

As concentragbes determinadas tanto para CIM quanto para a CBM, em

mg/mL, estdo disponiveis na Tabela 9 para facilitar a visualizagao.
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TABELA 9 - VALORES DAS CONCENTRAGCOES INIBITORIAS MINIMAS (CIM) E CONCENTRACAO
BACTERICIDA MINIMA (CBM) DOS VIDROS E PADROES PARA S. aureus E E. coli

S. aureus (em mg/mL) E. coli (em mg/mL)
D1 D15 D30 D1 D15 D30
Amostras

cm ¢cBM | CIM CBM| CIM CBM | CIM CBM| CIM CBM | CIM CBM
A 1,95 1,95 1,95 1,95 | 7,81 7,81 - - - - - -
L 3,90 3,90 1,95 1,95 | 3,90 3,90 125 125 | 62,5 625 | 625 62,5
K 7,81 7,81 | 1562 1562 3,90 3,90 - - - - - -
P1 15,62 15,62 | 7,81 7,81 7,81 7,81 - - 250 250 250 250
P2 15,62 15,62 | 7,81 7,81 7,81 7,81 - - - - - -
P3 - - - - - - - - - - - -

FONTE: A autora (2024).

Comparando os resultados obtidos com as técnicas de pogo-difusédo e
microdiluicdo em caldo, fica evidente que as formulacdes de vidro utilizadas s&o muito
eficazes para inativar os microrganismos testados, principalmente o vidro de
polifosfato incorporado com boro (vidro L).

Em relagdo as bactérias testadas, os vidros apresentaram efeito inibitério
pronunciado sobre S. aureus, uma bactéria Gram-positiva, onde foi necessario cerca
de 3,90 mg/mL necessario do vidro L para inibir o crescimento da bactéria. O vidro A,
apresentou valores constantes de 1,95 mg/mL, no entanto, no dia 30 aumentou para
7,81 mg/mL. O vidro K foi menos eficiente comparado com os outros.

Para E. coli (Gram-negativa), somente o vidro L apresentou resultados
promissores. No primeiro dia, a concentragdo minima necessaria foi de 125 mg/mL, e
nos dias 15 e 30 o valor se manteve constante para 62,5 mg/mL, aumentando a
eficiéncia do vidro. Esses resultados vao de encontro com os resultados obtidos no
teste de estabilidade descrito no item 4.2.

De acordo com a literatura, a acado dos polifosfatos é descrita raramente para
bactérias Gram-negativas. Para as Gram-positivas, a cadeia de polifosfatos tem agao
quelante sobre ions Mg?* e Ca?*, os quais sdo essenciais para a manutengdo das

ligagdes do acido teicdico na parede celular dessas bactérias (BUNKOVA et al., 2008).
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Os ions Ca?* podem também levar a despolarizagdo da membrana celular e a
subsequente morte da célula, conforme bem relatado em trabalhos anteriores
(SIMCHI et al., 2011).

Embora os polifosfatos ndo sejam considerados agentes antimicrobianos pela
Food and Drug Administration dos EUA (FDA), foi relatado que bactérias Gram-
positivas e culturas bacterianas em fase inicial de crescimento (3 horas) sao
suscetiveis a inibicdo por polifosfatos (OBRITSCH et al.,, 2008), e a atividade
antimicrobiana parece ser maior em meios com nutrientes minimos do que em meios
complexos (MOLINS, 1991).

Para o ensaio com C. albicans, as imagens podem ser observadas no Apéndice
C e avaliadas nos dias 1, 15 e 30. Apds o ensaio da CIM, foi realizada a CFM para
confirmar os resultados a partir da CIM, determinando qual foi a concentragao
fungicida minima necessaria para os vidros inibirem o crescimento da levedura, em
comparagao com os padrdes. Os resultados da CFM para C. albicans estao dispostas

na Figura 15 e vao de encontro aos resultados obtidos no Apéndice C.

FIGURA 15 - RESULTADOS DA CFM PARA C. albicans

Candida albicans

Vidro & Padrac P4
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FONTE: A autora (2024).

LEGENDA: 1 ao 10 representam os valores das concentragbes em mg/mL. 1 (250 mg/mL), 2 (125
mg/mL), 3 (62,5 mg/mL), 4 (31,25 mg/mL), 5 (15,62 mg/mL), 6 (7,81 mg/mL), 7 (3,90 mg/mL), 8 (1,95
mg/mL), 9 (0,9 mg/mL) e 10 (0,4 mg/mL). C+ (controle positivo, somente caldo RPMI e inéculo da
levedura). C- (controle negativo, somente caldo RPMI).
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As concentragdes determinadas tanto para CIM quanto para a CFM, em

mg/mL, estdo disponiveis na Tabela 10.

TABELA 10 - VALORES DAS CONCENTRAGOES INIBITORIAS MINIMAS (CIM) E CONCENTRAGAO
BACTERICIDA MINIMA (CBM) DOS VIDROS E PADROES PARA C. albicans

C. albicans (em mg/mL)
Amostras D1 D15 D30

Cim CBM CIM CBM CIM CBM
A 3,90 3,90 3,90 3,90 3,90 3,90
L 3,90 3,90 3,90 3,90 3,90 3,90
K 7,81 7,81 3,90 3,90 3,90 3,90
P1 3,90 3,90 3,90 3,90 3,90 3,90
P2 3,90 3,90 3,90 3,90 3,90 3,90
P3 - - - - - -

FONTE: A autora (2024).

Tanto o vidro A quanto o vidro L demonstraram-se promissores para C.
albicans, com uma CIM de 3,90 mg/mL para ambos os vidros ao longo dos trés dias
avaliados. No entanto, no item 4.2 (resultados de estabilidade pelo teste de pogo-
difusdo), o vidro L apresentou resultados maiores de agédo antimicrobiana do que o
vidro A. Essa diferengca pode ser explicada pela sensibilidade distinta das técnicas
utilizadas. O teste de susceptibilidade antimicrobiana por microdiluicido em caldo é
mais sensivel, pois permite a avaliagao direta do crescimento do microrganismo em
concentragbes minimas dos vidros. Além disso, deve-se considerar a diferenga na
concentragédo do indculo com o microrganismo recomendada para cada técnica. De
acordo com a CLSI, para a CIM, a concentragdo do in6culo para leveduras € de
2,5x10% UFC/mL, enquanto no método de poco-difusdo € de 1 a 5,0x108 UFC/mL.
Essa variacdo no in6culo pode afetar diretamente os resultados, uma vez que
concentragcdes mais altas do microrganismo podem exigir concentragées maiores do

antimicrobiano.
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Para o ensaio com S. chartarum, as imagens podem ser observadas no
Apéndice D e para Penicillium sp. no Apéndice E, avaliados nos dias 1, 15 e 30. A
CFM foi realizada para confirmar os resultados a partir da CIM, determinando qual foi
a concentragao fungicida minima necessaria para os vidros inibirem o crescimento
dos fungos, em comparagdo com os padrdes. Os resultados da CFM para S.

chartarum e Penicillium sp. estao dispostos na Figura 16.

FIGURA 16 - RESULTADOS DA CFM PARA S. chartarum E Penicillium sp.

Stachybotrys chartarum
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FONTE: A autora (2024).

LEGENDA: 1 ao 10 representam os valores das concentragbes em mg/mL. 1 (250 mg/mL), 2 (125
mg/mL), 3 (62,5 mg/mL), 4 (31,25 mg/mL), 5 (15,62 mg/mL), 6 (7,81 mg/mL), 7 (3,90 mg/mL), 8 (1,95
mg/mL), 9 (0,9 mg/mL) e 10 (0,4 mg/mL). C+ (controle positivo, somente caldo RPMI e in6culo da
levedura). C- (controle negativo, somente caldo RPMI).
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As concentragdes determinadas tanto para CIM quanto para a CFM, em

mg/mL, estdo disponiveis na Tabela 11.

TABELA 11 - VALORES DAS CONCENTRAGOES INIBITORIAS MINIMAS (CIM) E CONCENTRAGAO
BACTERICIDA MINIMA (CBM) DOS VIDROS E PADROES PARA S. chartarum E Penicillium sp.

S. chartarum (em mg/mL) Penicillium sp. (em mg/mL)
Amostras
D1 D15 D30 D1 D15 D30

CIM (CBM | CIM | CBM | CIM | CBM CIM | CBM | CIM | CBM CiM CBM
A 195 195 [ 1,95 | 1,95 | 1,95 [ 1,95 7,81 7,81 7,81 7,81 7,81 7,81
L 195 [ 195 [ 1,95 | 1,95 | 1,95 [ 1,95 7,81 7,81 3,90 | 3,90 3,90 3,90
K 195 195 (195 | 1,95 | 1,95 [ 1,95 | 15,62 | 15,62 | 15,62 | 15,62 | 15,62 | 15,62
P1 195 [ 1,95 [ 1,95 | 1,95 | 1,95 [ 1,95 7,81 7,81 7,81 7,81 7,81 7,81
P2 195 195 [ 195 | 1,95 | 1,95 [ 1,95 7,81 7,81 7,81 7,81 7,81 7,81
P3 - - - - - - - - - - - -

FONTE: A autora (2024).

Todos os vidros (A, L e K) apresentaram os mesmos valores de concentragéao
inibitéria minima de 1,95 mg/mL para S. chartarum, em contrapartida com o Penicillium
sp., onde o vidro L foi mais eficiente nos dias 15 e 30 com 3,90 mg/mL.

Comparando os resultados da ag¢ao dos vidros sobre os fungos filamentosos,
através das técnicas de poco-difusdo e microdiluicio em caldo, apesar de S.
chartarum ser considerado um fungo com maior capacidade de producédo de
metabdlitos téxicos, Penicillium sp. apresentou menor inibicdo, com resultados mais
pronunciados na técnica de microdiluicdo em caldo. Tolerancia e resisténcia dos
microrganismos a biocidas podem ocorrer por diversas razdes, conhecidas como
intrinsecas e adquiridas. A adaptagao microbiana a uma dose subletal de um inibidor
pode resultar na capacidade de sobreviver em concentragbes mais elevadas do
inibidor e/ou em crescimento mais rapido na concentracdo subletal do inibidor
(LEVINSKAITE, 2012). Segundo Singh e Devi (2017), CIMs elevadas de antifingicos
para alguns isolados ambientais de Penicillium pode ser devido a exposi¢cao prévia

desses isolados a antifungicos agricolas.
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Foi demonstrado que P. roquefortii € outras espécies possuem alta tolerancia
ou resisténcia a conservantes acidos fracos. O propionato de calcio estimulou o
crescimento fungico dessa espécie apdés uma fase de laténcia prolongada (SUHR e
NIELSEN, 2004). P. roquefortii e outras espécies de Penicillium, isoladas de queijos
tratados com sorbato, foram capazes de metabolizar o sorbato e desenvolver-se a
9.000 ppm em caldo YM (yeast malt) (PITT e HOCKING, 2009). Os mecanismos de
adaptagao a substancias antimicrobianas, seguindo Russel e Gould (2003), podem
ser divididos em 3 estratégias: destruicao/remocéo do inibidor, prevencédo do acesso
a célula pelo inibidor e melhoria dos danos causados pelos inibidores. Portanto, pouco
se sabe sobre os mecanismos de resisténcia dos fungos a biocidas.

Penicillium e outros géneros de fungos ascomicetos, sdo conhecidos como
saprofitos e encontrados no solo e na matéria organica em decomposigéo, podendo
causar infecgdes nosocomiais em pacientes, principalmente em imunocomprometidos
(BADIEE et al., 2024). Os esporos penetram no corpo humano por inalagdo ou
inoculagdo através da pele ou da mucosa gastrointestinal e causam doengas
sinopulmonares, pulmonares e outras doencgas sistémicas. Penicillium é um dos trés
fungos anemdfilos de ambientes internos mais comuns, juntamente com Aspergillus e
Cladosporium. Segundo Naraian e Gautam (2018), o género pode estar presente em
diferentes habitats com condigcdes desfavoraveis ao desenvolvimento microbiano,
como altas concentracdes de pH, salinidade, temperatura e baixa disponibilidade de
nutrientes. Portanto, pode ser encontrado em superficies como drywall, madeira,
papel de parede, tapetes, tinta, tecidos, poeira, entre outros. Produz substancias
alergénicas e algumas podem causar infecgdes, principalmente em pessoas com
sistemas imunoldgicos enfraquecidos.

Em ambas as andlises de atividade antimicrobiana testadas, S. chartarum
apresentou maior sensibilidade aos vidros testados. Uma possivel hipotese para sua
maior inibicdo apds contato com os vidros € que S. chartarum apresenta crescimento
relativamente lento ou moderadamente rapido dependendo do substrato, ao contrario
de espécies de Penicillium, que apresenta crescimento rapido. Outra hipétese é que
as formulagdes dos vidros possam ter diferentes modos de acédo e possuirem
diferentes alvos entre as espécies fungicas, como relatado por Herrera et al. (2007).
Dessa forma, os resultados confirmam que diferentes espécies de fungos podem
apresentar variaveis perfis de sensibilidades a um determinado biocida, como

discutido por Favero-longo e colaboradores (2018) e fornecem a oportunidade de
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realizar ensaios direcionados e especificos para cada espécie, com a finalidade de
calibrar produtos adequados e concentracbes minimas eficazes adequadas para
controlar a deterioracao fungica, levando-se também em consideragao as exigéncias
ambientais de cada fungo, como umidade, temperatura e pH.

Até onde sabemos, o unico trabalho que relata o potencial antifungico de
fosfatos sobre C. albicans foi publicado por Lee e colaboradores (2022). O estudo
demonstrou que a incorporagao de vidro a base de fosfato modificado com zinco nas
resinas acrilicas autopolimerizaveis ndo afetou negativamente suas propriedades
fisicas e mecanicas. Além disso, as analises de microscopia eletrénica de varredura
mostraram que o numero de colénias de C. albicans aderentes a superficie da resina
foi significativamente menor nas amostras contendo zinco, especialmente nas
concentracdes mais altas. A liberacao de ions de calcio, fésforo e zinco também foi
maior nas amostras experimentais, com o aumento da concentragcédo de zinco, o que
contribui para a atividade antimicrobiana observada. No entanto, zinco em
concentracdes altas pode se tornar toxico tanto para a saude humana quanto para o
meio ambiente (SCHOOFS et al., 2024).

4.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA, POR POCO-DIFUSAO, DOS
VIDROS INCORPORADOS NA ARGAMASSA

Os vidros e os padrbes diluidos foram incorporados em argamassa com 0O
objetivo de avaliar a agdo antimicrobiana em duas concentragées diferentes. Apds os
resultados obtidos na CIM, os vidros e padrdes foram adicionados na argamassa nas
concentragdes 125 mg/mL e 62,5 mg/mL, concentragdes que apresentaram agao nos
ensaios de microdiluicdo em caldo para a maioria dos microrganismos testados neste
trabalho. O ensaio foi realizado através do poco-difusao, em triplicata, para cada um
dos trés vidros e comparados com os padrdes. A dimensao dos halos formados ao
redor dos pogos foi avaliada para a determinacgao do efeito inibitério dos vidros sobre
bactérias e fungos filamentosos e a levedura, apos o periodo de contato. No controle
positivo foi utilizado o antibidtico gentamicina a 10 yg/mL, para os ensaios com as
bactérias, e o antifungico miconazol a 50 ug/mL, para os fungos e a levedura.

Os resultados obtidos com as bactérias S. aureus e E. coli estao apresentados
na Figura 17. Todos os vidros (A, L e K) tiveram efeito inibitério contra a S. aureus,

onde visualmente foi possivel observar uma maior inibicdo na concentragao de 125
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mg/mL, em comparagdo com a E. coli que nao teve agdo para nenhuma das
concentracoes testadas. Os padroes P1 e P2 tiveram agao somente para S. aureus,
em ambas as concentracdes. O padrao P3 n&o apresentou agao contra as bactérias,

para nenhuma das concentracgdes.

FIGURA 17 - RESULTADOS OBTIDOS PARA S. aureus E E. coli APOS INCORPORAGAO DA
ARGAMASSA NOS VIDROS E PADROES EM DUAS CONCENTRACOES DIFERENTES

Staphylococcus aureus Escherichia coli

125 mg/mL 62,5 mgimL 125 mg/mL 62,5 mgimL

P1

P2

P3

FONTE: A autora (2024).
LEGENDA: C- (controle negativo, somente salina 0,85%), C+ (controle positivo, 10 ug de
gentamicina), A (vidro polifosfato de sédio, temperatura de permanéncia 700 °C), L (vidro borofosfato
com 10% mol B, temperatura de permanéncia 700 °C), K (vidro polifosfato de sédio, temperatura de
permanéncia 800 °C), P1 (polifosfato de sodio), P2 (hexametafosfato de sédio) e P3 (reagente
precursor NaH2POs).

Os resultados obtidos com as médias das triplicatas, em mm, para as duas
concentracdes testadas estdo detalhados na Tabela 12.
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TABELA 12 - ZONAS DE INIBICAO (mm) DOS RESULTADOS OBTIDOS COM S. aureus E E. coli EM
DUAS CONCENTRACOES DIFERENTES NOS TESTES COM A ARGAMASSA

S. aureus (em mm) E. coli (em mm)
Amostras
125 mg/mL 62,5 mg/mL 125 mg/mL 62,5 mg/mL

A 16,8 12,8 - -

L 26,3 15,88 - -

K 16,78 12,05 - -
P1 19,84 13,64 - -
P2 20,73 13,95 - -
P3 - - - -
C+ 26,01 23,63 20,73 18,75
C- - - - -

FONTE: A autora (2024).

O vidro L apresentou melhores resultados quando aplicado na concentragao de
125 mg/mL, com uma zona de inibicdo com média de 26,30 mm para S. aureus, em
comparagao com os padrdes e o0 grupo controle (gentamicina). Para E. coli, nenhum
dos vidros apresentou agao quando incorporado na argamassa.

Muitos trabalhos disponiveis na literatura reportam analises da atividade
antimicrobiana de compostos biocidas incorporados em materiais de construcao,
como drywall, gesso e argamassa (revisdo em SLOSARCZYK et al., 2023). No nosso
trabalho foi realizada a analise da acado antimicrobiana, através da técnica de pogo-
difusdo, da argamassa incorporada com as formulagdes de polifosfato.

Neste trabalho, a utilizacdo das bactérias E. coli e S. aureus e a levedura C.
albicans, se justifica pelo fato desses microrganismos oportunistas serem importantes

causadores de doencgas hospitalares e a incorporacao das formulagdes dos vidros em
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argamassa pode ser particularmente eficientes para edificios especificos, como
instalagcdes de saude, onde a incidéncia de infecgcbes nosocomiais causadas por
agentes patogénicos resistentes e bactérias formadoras de biofiimes é elevada,
conforme relatado por Maillard e Centeleghe (2023) e Voicu et al. (2024).

Os resultados obtidos com a levedura C. albicans estao dispostos na Figura 18

e para S. chartarum e Penicillium sp., na Figura 19.

FIGURA 18 - RESULTADOS OBTIDOS PARA C. albicans APOS INCORPORAGAO DA
ARGAMASSA NOS VIDROS E PADROES EM DUAS CONCENTRACOES DIFERENTES

Candida albicans
125 mgimL 62,5 mg/mL 125 mg/mL 62,5 mg/mL

.

A P1
L Pz
K P3

FONTE: A autora (2024).

LEGENDA: C- (controle negativo, somente salina 0,85%), C+ (controle positivo, 50 ug de miconazol),
A (vidro polifosfato de sédio, temperatura de fuséo 700 °C), L (vidro borofosfato com 10% mol B,
temperatura de fusédo 700 °C), K (vidro polifosfato de sodio, temperatura de fusdo 800 °C), P1
(polifosfato de sodio), P2 (hexametafosfato de sédio) e P3 (reagente precursor NaH2POa).
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FIGURA 19 - RESULTADOS OBTIDOS PARA S. chartarum E Penicillium sp. APOS
INCORPORAGAO DA ARGAMASSA NOS VIDROS E PADROES EM DUAS CONCENTRAGCOES
DIFERENTES

Stachybotrys chartarum Penicillium sp.
125 mgimL 62,5 mg/mL 125 mg/mL 62,5 mgimL

FONTE: A autora (2024).

LEGENDA: C- (controle negativo, somente salina 0,85%), C+ (controle positivo, 50 ug de miconazol),
A (vidro polifosfato de sédio, temperatura de fusao 700 °C), L (vidro borofosfato com 10% mol B,
temperatura de fusdo 700 °C), K (vidro polifosfato de soédio, temperatura de fusdo 800 °C), P1
(polifosfato de sodio), P2 (hexametafosfato de sédio) e P3 (reagente precursor NaH2POa).

Os resultados obtidos com as médias das triplicatas, em mm, para as duas
concentracdes testadas estdo detalhados na Tabela 13.
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TABELA 13 - ZONAS DE INIBICAO (mm) DOS RESULTADOS OBTIDOS COM C. albicans, S.
chartarum E Penicillium sp. EM DUAS CONCENTRACOES DIFERENTES NOS TESTES COM A
ARGAMASSA

C. albicans S. chartarum Penicillium sp.
Amostras (em mm) (em mm) (em mm)
125 62,5 125 ma/mL 62,5 125 62,5
mg/mL mg/mL 9 mg/mL mg/mL mg/mL
A
17,92 - 22,18 - 23,34 21,85
L
24,75 - 26,92 - 27,19 24,98
K
16,84 - 18,30 - 20,01 17,09
P1
20,40 - 24,40 - 25,06 23,26
P2 21,44 - 25,90 - 26,35 24,78
P3 i i i i i )
C+
32,50 28,83 23,27 21,54 24,17 26,21
c- - - - - - -

FONTE: A autora (2024).

Para todos os fungos, foi observado que a concentragdo de 125 mg/mL
apresentou halos de inibigdo ao redor dos pog¢os. Apenas o Penicillium sp. apresentou
resultados na concentragdo de 65 mg/mL. De acordo com Hench e Jones (2015), os
fosfatos dependem da liberacao de diferentes tipos de ions quando incorporados em
diferentes materiais para exercerem sua acao antimicrobiana. Além disso, a
argamassa possui um pH mais alcalino, o que pode reagir com 0s componentes
quimicos dos vidros, que tendem ser mais acidos, alterando a sua atividade
antimicrobiana.

Devido a maior ocorréncia de fungos e leveduras em ambientes umidos,
trabalhos envolvendo esses materiais focam principalmente nesses microrganismos,

comparando com as bactérias. Entre os fungos, um maior enfoque é dado sobre
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fungos filamentosos, em comparagado com leveduras, devido a maior facilidade de
colonizacao das superficies pelas hifas desses microrganismos e por existirem muitas
espécies de facil colonizagdo em ambientes umidos. Para leveduras do género
Candida, trabalhos utilizando compostos biocidas tém sido realizados principalmente
em superficies de dispositivos meédicos e odontoldgicos e cimento de restauragdes (El
ZAWAWY et al., 2023).

Em um recente estudo, lyigundogdu e Saribas (2022) examinaram o efeito dos
compostos de boro nas propriedades mecanicas e antimicrobianas de argamassas
endurecidas, através de teste de superficie. A atividade antimicrobiana desse material
foi demonstrada para a levedura C. albicans e o fungo filamentoso A. niger.

A exposigao de fungos em ambientes umidos ou danificados pela agua tornou-
se uma grande preocupacao devido aos seus potenciais efeitos para a saude
(CHAKRAVARTY, 2022). Certos fungos, como espécies de Cladosporium e
Penicillium, podem colonizar tanto materiais umidos como semi-secos, enquanto as
espécies de Chaetomium e Stachybotrys necessitam de materiais umidos para
crescer e multiplicar-se.

Murtoniemi et al. (2003) relataram que a remediacdo incompleta do
crescimento de fungos por agentes antifungicos aumenta a toxicidade dos esporos
em certos fungos. No estudo realizado por esses autores, S. chartarum foi cultivado
em placas de gesso com modificagdes na sua composigao, incluindo a adigdo de um
biocida (1% Parmetol DF 17). O estudo demonstrou que a adigdo do biocida foi apenas
parcialmente eficaz na prevengao do crescimento de fungos nas placas de gesso
modificadas.

Herrera et al. (2007) inocularam seis espécies de fungos comuns em ambientes
internos, incluindo S. chartarum e P. chrysogenum e uma matriz de celulose tratada
com poliborato de sddio e demonstram que o boro possui efeito esporocida para as
seis espécies de fungos utilizadas no estudo neste estudo. Os autores hipotetizaram
que que o boro possa inibir as enzimas serino-proteases, impedindo a polimerizagao
da quitina, um importante constituinte da parede celular dos fungos, e interferir em
algumas das vias metabdlicas.

A concentracdo de micotoxinas produzidas por S. chartarum é relativamente
alta em comparagao com outros fungos prevalentes em ambientes internos, como
Aspergillus spp. e Penicillium spp. S. chartarum produz numerosos metabdlitos

bioativos danosos a saude, como tricotecenos macrociclicos, tricoverrdides
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relacionados, fenilspirodrimanos (espirolactonas e espirolactamas) e ciclosporinas
(potentes agentes imunossupressores) (NIELSEN, 2003). Portanto, devem ser
tomadas medidas preventivas para eliminar o desenvolvimento de umidade, que € o
principal fator que promove o crescimento de fungos. Os fungicidas usados em

ambientes fechados devem ser atéxicos, hipoalergénicos, inodoros e ndo volateis.

4.5 MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA DOS FUNGOS

O Calcofluor White (CW) €& um corante fluorescente utilizado em microscopia
de fluorescéncia para a visualizagdo de fungos e leveduras. O corante possui
afinidade com polissacarideos presentes na parede celular desses microrganismos,
em especial quitina, celulose e ligagdes 1,3 e 1,4 B-glucanas. Quando o corante se
liga a essas estruturas, emite fluorescéncia azul (faixa de 300 a 440 nm). O KOH 10%
€ adicionado nas amostras, para melhorar a visualizagao das amostras no microscopio
(PERRINE-WALKER, 2022). Através dos resultados obtidos na CIM, a microscopia de
fluorescéncia foi realizada com o vidro que apresentou o melhor resultado para os
fungos e levedura, sendo o vidro L (com boro) e comparado com o padrao P3 que néo
apresentou atividade antimicrobiana.

Os resultados obtidos para a levedura C. albicans apos 72 horas de incubacéo

da CIM tratadas com o vidro L estdo demonstrados na Figura 20.
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FIGURA 20 - MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA DE C. albicans COM CALCOFLUOR WHITE
APOS TRATAMENTO COM O VIDRO L COMPARADO COM O PADRAO P3

Controle CIM sub-CIM Padrao P3

FONTE: A autora (2024).

LEGENDA: Aumento 15 vezes, tamanho 43 um (imagens A), aumento 30 vezes, tamanho 21 ym
(imagens B) e aumento 60 vezes, tamanho 10 ym (imagens C). Controle representa células nao
tratadas (controle positivo). CIM sem a presenca de células na concentragdo 1,95 mg/mL tratado com
o vidro L. sub-CIM com presenca de células tratadas na concentragédo 0,97 mg/mL tratado com o vidro
L. Padrao P3 na concentragdo 250 mg/mL (reagente de partida NaH2POa).

No controle (células da levedura sem tratamento), foi possivel observar células
ovaladas e algumas em brotamento, sem alteragdes na morfologia. Na CIM, nao
ocorreu a emissao de fluorescéncia da levedura, indicando que nao ha presenca de
células apés o tratamento com o vidro na concentracédo de 1,95 mg/mL. Na sub-CIM
(concentragao 0,97 mg/mL), foi possivel observar algumas células com alteragdes na
morfologia, apresentando contornos irregulares, células agrupadas e mais infladas,
comparadas com o controle e formacao de pseudohifas. O padrao P3, apesar de néo
ter acao antifungica contra a C. albicans na concentragao de 250 mg/mL, foi capaz de
causar pequenas alteracbes na morfologia da levedura e formagado de algumas
pseudohifas.

Os resultados obtidos para o fungo S. chartarum apdés o tratamento de 72 horas

com o vidro estao ilustrados na Figura 21.
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FIGURA 21 - MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA DE S. chartarum COM CALCOFLUOR WHITE
APOS TRATAMENTO COM O VIDRO L COMPARADO COM O PADRAO P3
Controle CIM sub-CIM Padrdo P3

FONTE: A autora (2024).

LEGENDA: Aumento 15 vezes, tamanho 43 um (imagens A), aumento 30 vezes, tamanho 21 ym
(imagens B) e aumento 60 vezes, tamanho 10 ym (imagens C). Controle representa células nao
tratadas (controle positivo). CIM sem a presenca de células na concentragdo 1,95 mg/mL tratado com
o vidro L. sub-CIM com presenca de células tratadas na concentragdo 0,97 mg/mL tratado com o
vidro L. Padrdo P3 na concentragao 250 mg/mL (reagente de partida NaH2POs).

O grupo controle apresentou maior quantidade de S. chartarum, com hifas bem
formadas, alongadas e septadas. Na CIM, o fungo foi tratado na concentracdo de 1,95
mg/mL, com auséncia na emissao de fluorescéncia, indicando que nédo ha presenga
do microrganismo apos tratamento com o vidro L, comparado com o grupo controle
(sem tratamento). A sub-CIM, com concentragao de 0,97 mg/mL, apresentou menor
quantidade de hifas quando comparado com o controle. Além disso, € possivel
observar alteragdes na parede das hifas. O padrao P3 n&o apresentou alteracdes na
morfologia das hifas, mantendo a estrutura intacta.

Os resultados obtidos para o fungo Penicillium sp. apés o tratamento de 72

horas com o vidro estao dispostos na Figura 22.
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FIGURA 22 - MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA DE Penicillium sp. COM CALCOFLUOR WHITE
APOS TRATAMENTO COM O VIDRO L COMPARADO COM O PADRAO P3
Controle CIM sub-CIM Padrao P3

FONTE: A autora (2024).

LEGENDA: Aumento 15 vezes, tamanho 43 um (imagens A), aumento 30 vezes, tamanho 21 ym
(imagens B) e aumento 60 vezes, tamanho 10 ym (imagens C). Controle representa células nao
tratadas (controle positivo). CIM sem a presenca de células na concentragdo 7,81 mg/mL tratado com
o vidro L. sub-CIM com presenca de células tratadas na concentragéo 3,90 mg/mL tratado com o
vidro L. Padrdo P3 na concentragdo 250 mg/mL (reagente de partida NaH2PO4).

As hifas de Penicillium sp. sédo alongadas e septadas conforme demonstrado
no grupo controle, sem deformacdes na estrutura. A CIM, na concentracédo de 7,81
mg/mL, ndo emitiu a fluorescéncia do fungo apds tratamento com o vidro L, indicando
que nao ha presenga do microrganismo. Ja a sub-CIM, com concentragéo de 3,90
mg/mL, apresentou a ruptura da hifa do Penicillium sp. conforme a seta indicando na
imagem C (sub-CIM), na Figura 22. No entanto, ndo foram observadas outras
deformacdes visuais na estrutura, demonstrado que esse fungo é mais resistente
comparado com os outros microrganismos testados no trabalho. Da mesma forma
para o padrao P3, sem alteragdes na estrutura da hifa.

Para as bactérias, ensaios foram realizados com coloragdo com iodeto de
propidio, que € permeavel em células inviaveis, no entanto os resultados foram
contraditérios, provavelmente devido a degradagdo do corante e os resultados nao

foram considerados neste trabalho.
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4.6 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As eletromicrografias obtidas por MEV da S. aureus tratadas apés 24 horas

com o vidro L e comparados com o padrao P3 estdo dispostas na Figura 23.

FIGURA 23 - MICROGRAFIAS ELETRONICAS DE VARREDURA DE S. aureus APOS
TRATAMENTO COM O VIDRO L COMPARADO COM O PADRAO P3

Controle CIM sub-CIM Padrao P3

et Py

FONTE: A autora (2024).

LEGENDA: Aumento de 10.000 vezes, tamanho 5 ym (imagens A, B, C e D). Aumento de 20.000
vezes, tamanho 2 ym (imagens E, F, G e H). Controle com células n&o tratadas. CIM com presenca
de células e detritos celulares na concentragdo 3,90 mg/mL tratado com o vidro L. sub-CIM com
presenca de células deformadas e tratadas na concentracéo 1,95 mg/mL com o vidro L. Padréo P3 na
concentragdo 250 mg/mL (reagente de partida NaH2POs).

O grupo controle (células ndo tratadas) demonstra a cepa S. aureus totalmente
integra e com o formato esférico esperado. Na imagem E, € possivel observar a
formacao de “cachos”, estrutura caracteristica da bactéria e sem danos celulares. As
imagens B e F representam a CIM apds 24 horas tratadas com o vidro L na
concentragdo de 3,90 mg/mL. E possivel observar uma grande massa celular formada
e algumas células com deformag¢des na superficie. A sub-CIM representada nas

imagens C e G apresentou diversas células com deformagdes na superficie da célula,
tratadas na concentragdo de 1,95 mg/mL. Maier e colaboradores (1999) ja haviam

relatado a ocorréncia de células alongadas e lisadas, de B. cereus, em contato com a
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concentracao sub-CIM de sais de polifosfatos. O padrao P3 ndo apresentou alteragdes
na morfologia, quando tratado na concentragao de 250 mg/mL.
As eletromicrografias de MEV obtidas de S. chartarum tratadas apos 72 horas

com o vidro L e comparados com o padrédo P3 estdo apresentadas na Figura 24.

FIGURA 24 - MICROGRAFIAS ELETRONICAS DE VARREDURA DE S. chartarum APOS
TRATAMENTO COM O VIDRO L COMPARADO COM O PADRAO P3

Controle CIM sub-CIM Padrao P3

~

FONTE: A autora (2024).

LEGENDA: Aumento de 5.000 vezes, tamanho 10 um (imagens A, B, C e D). Aumento de 10.000
vezes, tamanho 5 uym (imagens E, F, G e H). Controle representa células nao tratadas (controle
positivo). CIM sem a presenca de detritos celulares na concentragédo 1,95 mg/mL tratado com o vidro
L. sub-CIM com presenga de células deformadas e tratadas na concentragao 0,97 mg/mL com o vidro
L. Padrdo P3 na concentragdo 250 mg/mL (reagente de partida NaH2POQOa4).

No grupo controle (sem tratamento) € possivel observar hifas integras e sem
deformagbes na sua estrutura. Nas imagens B e F, representando a CIM na
concentracao de 1,95 mg/mL, n&do ha presenca de detritos celulares ou hifas do fungo,
em comparagao com a sub-CIM (0,97 mg/mL), que apresentou diversas deformagdes
e com a superficie rugosa das hifas, conforme a indicagéo das setas na imagem G.
Apesar do padrao P3 nao ter agao direta nos fungos, ele levou a formagéo da estrutura

principal de reprodugao do S. chartarum denominada de conidioforo.
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As eletromicrografias obtidas por MEV para Penicillium sp., tratado apds 72

horas com o vidro L e comparados com o padrao P3, sao dispostas na Figura 25.

FIGURA 25 - MICROGRAFIAS ELETRONICAS DE VARREDURA DE Penicillium sp. APOS
TRATAMENTO COM O VIDRO L COMPARADO COM O PADRAO P3

Controle CIM sub-CIM Padrao P3

FONTE: A autora (2024).

LEGENDA: Aumento de 5.000 vezes, tamanho 10 ym (imagens A, B, C e D). Aumento de 10.000
vezes, tamanho 5 ym (imagens E, F, G e H). Controle representa células nao tratadas (controle
positivo). CIM sem a presenca de detritos celulares na concentragdo 7,81 mg.mL-" tratado com o vidro
L. sub-CIM com presenga de células deformadas e tratadas na concentragédo 3,90 mg.mL-'com o
vidro L. Padrdao P3 na concentragdo 250 mg.mL-" (reagente de partida NaH2POa).

No grupo controle (sem tratamento) é possivel observar hifas integras,
alongadas e septadas, sem deformacdes na sua estrutura. Nas imagens B e F,
representando a CIM na concentragdo de 7,81 mg/mL, ndo ha presenca de detritos
celulares ou hifas do fungo, em comparagdo com a sub-CIM (3,90 mg/mL), que
apresentou diversas deformagdes e com a superficie rugosa das hifas, conforme a
indicagdo das setas na imagem G. Além disso, é possivel observar uma maior
quantidade de presenga de hifas em comparagao com o grupo controle. Apesar do
padrao P3 nao ter acao direta nos fungos, ele levou a formagao da estrutura principal

de reproducao do Penicillium sp (imagens D e H).
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4.7 AVALIACAO DE POLIFOSFATOS POR PAGE (ELETROFORESE EM GEL DE
POLIACRILAMIDA)

Os polifosfatos podem apresentar grande variagado de tamanho dependendo de
sua fonte de origem, e suas atividades biologicas estdo diretamente relacionadas ao
comprimento do polimero (SMITH et al., 2018). Assim, em estudos com polifosfatos
de origem bioldgica ou sintética, torna-se relevante determinar o tamanho desses
polimeros. Neste trabalho, a técnica de PAGE foi utilizada exclusivamente para avaliar
a migragédo das amostras e identificar diferengas no perfil eletroforético no momento
da diluigao inicial e apds 30 dias.

Para uma estimativa mais precisa do tamanho exato do polimero de
polifosfatos, recomenda-se o uso de analises complementares, como a RNM
(Ressonancia Magnética Nuclear) e titulacdo que gera um valor médio das cadeias
(MOMENI e FILIAGGI, 2013; SCHNEIDER, R. em comunicagao pessoal), ensaios que
ainda nao foram realizados por nossa equipe.

Como ja discutido no subtitulo 4.2 (teste de estabilidade), apds 30 dias, os
vidros A e K mantém a atividade antimicrobiana, para todos os microrganismos. O
vidro L apresenta efeito antimicrobiano também para todos os microrganismos, no
primeiro dia de diluigdo, mas apos 15 dias, o efeito antimicrobiano foi maior para E.
coli. Este comportamento possivelmente esta relacionado a uma maior liberagao de
ions bioativos ao longo do tempo. O perfil eletroforético (PAGE) dos vidros e padroes
estdo elucidados na Figura 26 e avaliados no dia 1 e no dia 30 da diluigdo dos vidros

e padrdes.
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FIGURA 26 - PERFIL ELETROFORETICO (PAGE) DOS VIDROS E PADROES AVALIADOS NO DIA
1 E NO DIA 30 DE DILUIGAO

Gel A (vidros) - Dia 1 Gel B (Padroes) - Dia 1
A L K P1 P2 P3
Gel A (vidros) - Dia 30 Gel B (Padrodes) - Dia 30

A L K P1 P2 P3

FONTE: A autora (2024).
LEGENDA: Eletroforese em géis de poliacrilamida a 10% contendo 7M de uréia de 2,5mg/ml das
formulagbes de vidro. Os geéis foram corados com azul de toluidina e fotodocumentados em
transiluminador de luz LED branca.

A técnica de PAGE é frequentemente utilizada para analisar polifosfatos
inorganicos (polyP). Quando os vidros foram analisados no primeiro dia de dilui¢ao, é
possivel observar que as formulagdes A e K apresentam migracdes eletroforéticas
similares, enquanto o vidro L, uma banda mais no final do gel. Os padrbées de
polifosfatos P1 e P2 apresentam migra¢des similares entre si e o P3 (apenas o

mondmero NaH2PO4) ndo apresenta perfil eletroforético, devido ao seu baixo tamanho
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molecular. Apos 30 dias de diluicdo, € possivel observar uma alteragao no perfil

eletroforético dos vidros e padrdes.
4.8 CARACTERIZACAO QUIMICA DOS VIDROS

A Tabela 14 indica os valores obtidos do pH das amostras de vidros e padrées

em meio aquoso.

TABELA 14 - VALORES DOS pH OBTIDOS PARA OS VIDROS E PADROES

Amostras pH
A 4,40
L 3,43
K 4,48
P1 417
P2 4,72
P3 3,78

FONTE: A autora (2024).

Todos os vidros analisados apresentaram valores de pH abaixo de 7,
confirmando um carater acido das amostras. A presenca de boratos no vidro L
contribui diretamente para o menor valor de pH observado (3,43). O acido bdrico
(HsBO3) é conhecido por atuar como um acido fraco em solugao aquosa, promovendo
a liberacao de ions H*, o que intensifica a acidez do meio. Além disso, os fosfatos
presentes no NaH,PO, possuem uma natureza quimica que favorece a liberacéo de
ions acidos. A combinacdo desses dois componentes (boratos e fosfatos) pode
resultar em uma maior reatividade do vidro L em solugdo aquosa, justificando o pH
mais baixo.

Os vidros A e K, apesar de serem compostos apenas por fosfato de sddio
(NaH,PO,), apresentaram valores de pH mais elevados (4,40 e 4,48,
respectivamente). No caso dos padrdes, as diferengcas de pH observadas podem ser
atribuidas a natureza quimica das espécies fosfatadas. O padréo P3, composto por
fosfato de sodio (NaH,PO,), apresentou um pH mais baixo (3,78), o que é consistente

com a maior facilidade de liberagéo de ions H* pelo fosfato monoacido. Ja os padrdes
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P1 e P2, compostos por polifosfatos e hexametafosfatos, apresentaram valores de pH
superiores (4,17 e 4,72, respectivamente). Essa diferenca pode ser explicada pelo fato
de os polifosfatos e hexametafosfatos apresentarem estruturas mais complexas e
menos propensas a dissociacdo completa em meio aquoso, o que reduz a liberacao
de ions H* e, consequentemente, eleva o pH.

Os espectros na regido do infravermelho foram utilizados com a finalidade de
investigar as mudangas estruturais decorrentes dos compostos dos vidros e avaliar o
comportamento de bandas caracteristicas, com faixa espectral de numeros de onda

de 4000 a 500 cm™', dispostos na Figura 27 e descritos na Tabela 15.

FIGURA 27 - ESPECTROS DE FTIR OBTIDOS DOS VIDROS

Transmitancia (%)

(a) NaH,PO4/H3BO3 (P/B =10) 700°C
—— (b) NaH2P04 700°C
(C) KH2P04 800°C

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm™1)

FONTE: A autora (2024).
LEGENDA: (a) vidro L, cor preto, (b) vidro A, cor azul e (c) vidro K, cor vermelho.
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TABELA 15 - MODOS VIBRACIONAIS NO ESPECTRO INFRAVERMELHO

Frequéncia (cm™) Indicacao Modo vibracional Referéncia
500 - 700 Reticulagéo da rede Deformagéao do grupo LOCHAIWATANA et
vitrea fosfato (PO,) al., 2015
1200 - 900 Cadeias fosfato e Estiramento assimétrico ENDO e SUZUKI,
conectividade PO, do grupo fosfato (PO,) 2022
3500 - 3000 Higroscopicidade e Estiramento do grupo TACKER et al., 2024
presenca de OH"~ OH (4gua absorvida ou

grupos hidroxila)

FONTE: A autora (2024).

Os espectros de FTIR apresentados na Figura 27 revelam as caracteristicas
estruturais das amostras vitreas compostas por diferentes combinacdes de H;BO; e
KH,PO,, processadas em distintas condigdes térmicas (700 °C e 800 °C). O intervalo
espectral de 4000 a 500 cm™ foi analisado para identificar as mudancgas nas ligagdes
quimicas e nas estruturas de rede dos vidros.

Conforme a Tabela 15, a regido de 1200 a 900 cm™ apresenta picos atribuidos
as vibragdes assimétricas de estiramento do grupo fosfato (PO,). Esses picos refletem
a presenga e a conectividade de tetraedros fosfatos na rede vitrea (ENDO e SUZUKI,
2022). As bandas na regido de 500 a 700 cm™ s&o caracteristicas das vibragdes de
deformagéo do grupo PO, (LOCHAIWATANA et al., 2015). Observa-se que essas
bandas apresentam pequenas variagdes de intensidade entre as amostras, sugerindo
diferencas na densidade de reticulagcao da rede vitrea. A regido de 3500 a 3000 cm™
evidencia bandas de estiramento de grupos OH, relacionadas a higroscopicidade do
material. A presenca mais intensa dessas bandas pode indicar maior quantidade de
agua absorvida ou grupos hidroxila na rede (TACKER et al., 2024).

Fazendo um comparativo entre as amostras testadas, a amostra (a)
(NaH,PO,/H3;BO3, P/B=10, 700 °C), apresentou bandas intensas na regiao de 1200 a
900 cm™, indicando boa formacéao de cadeias fosfato, enquanto a presenca de H;BO;
influéncia as ligagées P-O-B, como demonstrado pela suavizagdo das bandas. A
amostra (b) (NaH,PO,, 700 °C), exibiu bandas mais acentuadas e definidas na regido
de 500 a 700 cm™, o que sugere maior presenca de ligagdes P-O-P e menor
modificagao estrutural em comparagao as outras amostras. E a amostra (c) (KH,POy,,
800 °C), mostrou deslocamentos das bandas para menores numeros de onda em

comparagao com (a) e (b), o que pode ser associado ao aumento da densidade de
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reticulacao devido a maior temperatura de fusdo. Esse comportamento também pode
estar relacionado a introducdo de sodio, que altera as propriedades estruturais e
térmicas do vidro.

Por fim, é possivel analisar os impactos estruturais e propriedades das
amostras. A presencga de H;BO; em (a) contribui para a formacéao de ligagcées P-O-B,
que melhoram a estabilidade térmica e diminuem a higroscopicidade do vidro, como
evidenciado por bandas menos intensas na regido de 3500 a 3000 cm™. A maior
temperatura de fusdo em (c) resulta em uma rede mais densa e organizada, refletida

em bandas mais bem definidas e deslocadas para menores numeros de onda.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

O presente trabalho avaliou o potencial antimicrobiano de diferentes vidros de
fosfatos bioativos: vidro A (vidro baseado em polifosfato de sddio, obtido com taxa de
aquecimento de 20 °C/min, durante 10 min a 700 °C), L (vidro fosfato com 10% (mol)
de boro, obtido com taxa de aquecimento de 20 °C/min, durante 10 min a 700 °C), K
(vidro com saodio, obtido com taxa de aquecimento de 20 °C/min, durante 10 min a 800
°C), comparados com padrdes comerciais. Os vidros A, L e K exibiram efeito inibitério
contra S. aureus e nenhum efeito foi observado para E. coli. Para os fungos
filamentosos Penicillium sp., S. chartarum e a levedura C. albicans, todos os vidros
apresentaram acao inibitéria, onde o vidro L (com boro) apresentou melhores
resultados para todos os fungos e a bactéria Gram-positiva. Com base nas imagens
de MEV, pode-se concluir que 0s microrganismos apresentaram alteragdes
morfolégicas importantes em contato com os vidros. A determinagéo da concentragéo
inibitéria minima das formulagdes dos vidros sera importante para trabalhos futuros,
visando a incorporagao desses elementos vitreos em materiais de revestimento, como
a argamassa. Analisar a interagdo dos microrganismos com a argamassa, com e sem
a incorporagao dos vidros sera uma proposta para futuros trabalhos, permitindo um
estudo mais aplicado, fornecendo uma alternativa para utilizagao de novos biocidas.
A analise da estabilidade dos vidros apds 15 e 30 dias de diluicdo indicam que os
efeitos variaveis observados, como 0 aumento da agao sobre alguns microrganismos
ao longo dos dias, podem estar relacionados com a despolimerizagdo da matriz vitrea
e ao efeito das cadeias poliméricas geradas no processo. Adicionalmente, analises
por PAGE, utilizando padrées de DNA, como recomendado por alguns autores, serao
realizadas com o intuito de estimar o tamanho das cadeias de fosfato para investigar
de forma mais aprofundada a relagdo entre proporcdes de fosfato e as atividades
antimicrobianas. Em conclusao, para todos os microrganismos testados, a formulagao
presente no vidro L apresentou melhores resultados de inibicdo do crescimento
microbiano, quando comparado com as outras formulagdes de vidros e com o0s
padroes testados, sendo um indicativo promissor para futuras aplicagdes
biotecnolégicas ambientas na incorporagao desse vidro em superficies e materiais de

construgao.
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