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RESUMO

O oOxido de cério(lV) (CeO,) tem potencial aplicacdo nas areas ambientais, cataliticas,
microbioldgicas e a eficiéncia de suas nanoparticulas dependem da morfologia e de suas dimensoes.
Nesse estudo, elas foram sintetizadas pelo método hidrotermal assistido por micro-ondas com NaOH
e NH,OH, como agentes mineralizantes, adicionado a uma solucdo aquosa de sulfato de cério (Ce
(SOy) 2.4H,0) a 150°C durante 1, 5, 15, 30, e 60 minutos, com e sem surfactante, que foi utilizado
como matriz para o crescimento de cristais. A estabilidade térmica foi estudada por termogravimetria
(TG). As propriedades estruturais, morfoldgicas e microbioldgicas foram avaliadas por difracdo de
raios-X (XRD), microscopia eletronica de varredura de alta resolugdo (FEG-SEM), microscopia
eletrébnica de transmissdo (TEM), método de BET, espectroscopia de infravermelho (IR),
espectroscopia de UV-visivel (UV-vis), espectroscopia Raman, prova de resazurina, absorbancia,
fluorescéncia e difusdo de pocos.Todas as amostras de DRX mostraram picos que correspondem aos
planos (1 11),(200),(022),(311),(222)e (400)de um cubo de face centrada, fluorita,
atribuida a estrutura de CeO,, de acordo com a norma JCPDS 34-0394. Picos largos de reflexédo
foram claramente visualizados, indicando que o tamanho do cristal € pequeno e deve estar na
dimenséo nanoescalar, dando uma indicacao da influéncia do template e do método de obtencdo deste
material nanoestruturado. No espectro de Raman, forte pico em torno de 471 cm™ foi detectado, 0
qual é atribuido ao alongamento O-Ce-O. Espectros de infravermelho mostraram uma banda de
vibracao entre 700 e 500 cm™, relacionada com a vibragdo metal-oxigénio (Ce-O). Bandas atribuidas
a grupos hidroxilas (1100 cm™) e carbonatos (1530, 1320, 1050 e 850 cm™), independentemente da
presenca do PEG 200, foram também observadas, além de bandas atribuidas a 4gua (1629cm™).Suas
areas superficiais foram de, aproximadamente, 200 g/m? com tamanhos de particulas em torno 5nm.
As Micrografias , com e sem template,mostraram diferentes tamanhos e formas de aglomerados. Os
testes microbioldgicos mostraram, para concentracao de 10% de éxido de cério (I\V) nanométrico em
6xido de zinco com aplicacéo odontolégica, uma concentracdo minima inibitéria de 0,22 pg/mL™ .Os
resultados mostraram a influéncia do template sobre a morfologia das nanoparticulas de éxido de
cerio (IV), obtidas pelo método hidrotermal de micro-ondas e seu potencial como agente
antimicrobiano contra a bactéria Streptococcus mutans, o principal microorganismo da etiologia da
carie dentaria, em famacos de aplicacdo odontoldgica.

Palavras-chave: nanotecnologia, 6xido de cério (IV), hidrotermal, micro-ondas, biotecnologia,
odontologia.
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ABSTRACT

The cerium oxide(1V) (CeO,) has wide application in several areas such as environmental,
catalytic, microbiological and its efficiency depends on the morphology and particle size. In
this study, they were synthesized by hydrothermal method assisted by microwave under
NaOH and NH4OH mineralizers added to a Cerium sulfate tetrahydrate (Ce(SO4),.4H,0)
aqueous solution, at 150°C for 1, 5, 15, 30 and 60 minutes,with and without surfactant that
was used as a template for crystal growth. The thermal stability was studied by
thermogravimetry (TG). The structural and morphological properties were evaluated by X-ray
diffraction (XRD), field-emission scanning electron microscopy (FE-SEM), transmission
electron microscopy (TEM), BET method, infrared spectroscopy (IR), UV-visible
spectroscopy (UV-vis) and Raman spectroscopy, Resazurin tests, absorbance, fluorescence
and diffusion wells. All samples show XRD peaks corresponding to the plane (1 1 1), (2 0 0),
(022),(311),(222)and (400) of a cube face-centered, fluorite, structure assigned to CeO,
in accordance with the standard JCPDS 34-0394. It is clearly seen that the reflection peaks are
broad, indicating that the crystal size is small and should be in nanoscalerange. In addition,
data give an indication of the influence of the template and the method for obtaining this
nanostructured material. In the Raman spectrum, strong peak around 471 cm™ was detected,
which is the only active mode, of first order, assigned to symmetric O-Ce-O stretching. In the
infrared spectra bands between 700 and 400 cm-1 were observed, being related to metal-
oxygen vibration.Infrared spectra showed a vibration band between 700 and 500 cm™related
to metal-oxygen vibration (Ce-O). Bands assigned to hydroxyls groups (1100 cm™) and
carbonates (1530, 1050 and 850 cm™) were also observed independently of the presence of
the PEG 200. Bands assigned to water (1629 cm™) were also present.The surface areas of the
synthesized materials were approximately 200 g.m?and particulates sizes around 5nm. FEG-
SEM micrographs of samples obtained with and without template showed particles of
different sizes, forming different clusters. Microbiological tests showed, at a concentration of
10% cerium oxide nanostructured in oxide zinc dental application, minimum inhibitory
concentration value of 0,22 pg/mL™.The results showed the influence of the template on the
morphology of ceria nanoparticles, obtained by microwave-assisted hydrothermal method, its
potential application as an antimicrobial agent against Streptococcus mutans bacteria, the
most important microorganism related to dental caries ethiology, dental drug application.

Keywords: nanotechnology, cerium oxide (IV), hydrothermal, microwave, biotechnology,
dentistry.
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1 INTRODUCAO

A nanotecnologia, uma revolucdo tecnoldgica de grande abrangéncia e de impacto
talvez sem precedentes na historia, representa mais um importante passo, na busca pelo
homem, para o controle sobre a matéria, tendo, na engenharia nanoescalar, a ferramenta para
grandes avancos na rotina da humanidade, reduzindo os efeitos dos impactos da atividade
industrial, tanto pela producdo de bens mais duraveis, quanto pela maior eficiéncia na

utilizacdo da energia do planeta.

Estruturas nanométricas podem apresentar diferentes propriedades quando comparadas
com outros materiais em escalas de dimensdes maiores. Este argumento, juntamente com o
potencial das aplicacbes tecnoldgicas desses nanomateriais, tem sido responsavel por um
investimento, da ordem de trilhdes de dolares, por parte de governos e industrias em todo o
mundo.

Em anos recentes, na literatura, tem sido descrita, com sucesso, a preparacdo de
diversas nanoestruturas como PbS, PbO,, Pb3O4, PbO, CuO, Cu,0, Cu, Se, CdS, Bi,S3, SnS,,
ZnO e CeO; atraves de varias rotas de sinteses (CHENG et al, 2004; CHANG et al, 2012).

O oxido de cério (IVV) é um importante material de aplicacdo industrial e de grande
interesse em muitas aplicacdes cientificas e tecnoldgicas. Ele se estabelece como um dos
oxidos mais importantes, onde sua estrutura apresenta um grande leque de interesses, para 0
progresso da nanociéncia e nanotecnologia, devido a propriedades eletrdnica, magnética,
catalitica e microbiolégica bastante desejaveis por razdes sociais e econdmicas (KEYSON et
al, 2008).

Esses nanomateriais, com dimensdes inferiores a 100 nm, sdo cada vez mais
utilizados, como agentes antimicrobianos, quando testados sobre microrganismos,
confirmando seus efeitos frente a sistemas vivos, e como materias de partida, para a producao
de farmacos, com uso em procedimentos de diagndstico e tratamento médicos, em todo
mundo. O uso de nanomateriais tem ajudado a desenvolver drogas contra varias doencas,
como cancer, acidentes cardiovasculares e processos alérgicos (SURESH et al, 2013).

Para a obtencdo do oxido de cério(IV) nanoestruturado, através de método hidrotermal
de micro-ondas, a literatura relata muitas alternativas de precursores empregados. Uma opgéo,
para essa sintese, seria apartir da utilizacdo dos seguintes precursores: solugdo aquosa de
sulfato de cério (IV), polietileno glicol 200 (PEG 200) + NaOH com tratamento térmico
abaixo da temperatura ordinéria (< 300°C), em intervalos de tempos previamente definidos.

Apds obtencdo do material, varias s@o as alternativas de caracterizagdes a serem empregadas,
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entre elas, termogravimetria (TG), difraccdo de raios-X (XRD), microscopia eletronica de
varredura de alta resolucdo (FEG-SEM), microscopia eletronica de transmisséo (TEM),
Método de Adsorcdo/Desorcdo de N, (BET), espectroscopia de infravermelho (IR),
espectroscopia de UV-visivel (UV-vis), espectroscopia Raman.

Diante disso, propds-se realizar a sintese, caracterizacdo e avaliagdo antimicrobiana,
frente a S. mutans, de nanoestruturas de 6xido de Cério (V) (CeO,), com elevadas pureza e
areas superficiais, obtidas através do referido método, onde o seu efeito bactericida foi valiado

através de analises como as de concentracao inibitoria minima, fluorescéncia, absorbancia.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 LANTANIDEOS

A classe de elementos denominada Lantanideos (Ln), representa a serie, dos
elementos, que comeca com o lantanio (Z = 57) (La), variando até o lutécio (Z=71) (Lu),
contendo, todos eles, dois elétrons de valéncia, numa configuracéo 6s* (SHRIVER, ATKINS,
2008).

Exceto para o promécio (Pm), os lantanideos sdo razoavelmente comuns na crosta
terrestre. A fonte mineral principal para os primeiros lantanideos, entre eles o cério, é a
monazita. Paises como Brasil, Estados Unidos, Russia, india, China e Australia apresentam
depositos desses minerais com viabilidade econdmica (ABRAO, 1994).

Essa série apresenta um preenchimento progressivo dos orbitais 4f desde o cério (4f %)

até o lutécio (4f**

) e, na maioria dos casos, apresenta seus orbitais 5d vazios.

Os lantanideos se caracterizam pela quimica dos elementos de estados de oxidacdo
(111) e podem apresentar-se como sesquioxidos, com formula geral Ln,Os, estado de oxidagéo
mais estavel em condicGes ambientes, que se assemelham aos 6xidos dos grupos calcio (Ca),
estroncio (Sr) e béario (Ba) e absorvem didxido de carbono (CO,) e &gua do ar formando
carbonatos e hidroxidos (LEE, 1980).

Outros estados de oxidacdo (I e 1V) sdo possiveis para essa série, porém com menor
estabilidade do que a registrada para o fon Ln**. Os Unicos elementos nos estados (V) e (I1),
que favorecem reacdes em solucdes aquosas, sdo cério (IV) (Ce*"), Samario (11) (Sm?"),
eurdpio (11) (Eu®) e itérbio (11) (Yb®") (LEE, 1980; SHRIVER, ATKINS, 2008).

A composicdo exata dos Lantanideos depende de fatores como temperatura e pressao
parcial de oxigénio que, durante a sintese, promovem varia¢des na estrutura LnOy (1,5 <x <
2,0).

Lantanideos, misturados ou puros, normalmente sdo obtidos pela eletrdlise de seus
haletos fundidos (LEE, 1980; PALENIK et al 2009).
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2.1.1 A quimica dos lantanideos, seus compostos e estados de oxidagao.

As propriedades quimicas do grupo correspondem, essencialmente, as propriedades
dos compostos idnicos trivalentes. Os metais séo eletropositivos, com alta reatividade e de cor
branco-prateado. O fon cérico em solugéo é obtido, classicamente, pela oxidacdo do Ce®*" em
4cido nitrico (HNO3) ou 4cido sulfirico (H.SO4) com fons persulfato (S,08%).

Com relagdo ao arranjo espacial, 0s fons Ln** séo bastante diferentes dos outros fons
metélicos trivalentes. Como os fons Ln** sdo maiores, hd um aumento do nimero de
coordenacdo, que pode variar de 6 a 12, tanto no estado sélido quanto em solucdo, sendo 0s
numeros de coordenacao 8 e 9 os mais comuns (OHLWEILER, 1971).

Os fons Ln** s3o paramagnéticos, com excecéo dos fons itrio (111) (Y*"), latanio (La*")
e lutécio (Lu®*"), que sdo diamagnéticos. Nos compostos com esses fons trivalentes, a
luminescéncia, em geral, ocorre devido as transi¢cbes f-f (MOELLER, 1975; SHRIVER,
ATKINS, 2008).

TransicBes opticas 4f — 5d também sdo possiveis e originam bandas muito mais
intensas que as transi¢Oes tipo f — f, mas essas bandas sdo geralmente muito largas. A
luminescéncia do Eu®* (4f") e Ce®*" (4f') séo exemplos deste tipo de transicdo (MOELLER,
1975).

Os valores de potencial de reducdo padrdo (°E), para a série dos lantanidios, sdo todos
elevados, e seus hidroxidos, Ln (OH)sz, possuem estruturas hexagonais, sendo que seu carater
basico diminue com o aumento do ndmero atémico (diminuicdo do seu raio idnico)
(COTTON, 1978).

Lantanideos formam poucos complexos, em comparacdo com os elementos do bloco
d, devido ao grande volume de seus elementos (raios da ordem de 0,85 a 1,60 A) e por causa
da dificuldade de seus orbitais f em formar orbitais hibridos (formacédo de ligacGes covalentes
fortes) (SHRIVER; ATKINS, 2008).

Metais de Lantanideos reagem com hidrogénio, com temperaturas iniciais da ordem de
300 a 400°C, produzindo hidretos ndo estequiométricos de formulas LnH; e LnH3, que se
decompbem em A&gua, reagem com oOXxigénio e apresentam caracteristicas como alta
estabilidade térmica (em torno de 900°C) e propriedades intermediarias dos elementos do
blocos e dos hidretos intersticiais do bloco d (LEE, 1980).

2Ce(OH)3 +9 H, — 2CeH3; + 6H,O0  Eq. (1)
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Nas reagdes envolvendo halogénios, o fluor possui particular importancia devido a sua
insolubilidade em &gua. Reacdes envolvendo acido fluoridrico com ions de lantanideos, na
presenca de acido nitrico (3M), resultam na precipitacdo de sais insollveis.

Reacdes de cloro e lantanideos ocorrem em agua, de onde podem ser recristalizados,
formando sais hidratados em que os elementos que vao do lantanio (La) ao neodimio (Nd)
geralmente cristalizam com sete moléculas de &gua e os que vao do neodimio (Nd) ao lutécio
(Lu), incluido o itrio (), cristalizam com seis moléculas (LEE, 1980; COTTON, 1978).

Cloretos anidros ndo podem ser obtidos facilmente a partir dos hidratos
correspondentes, por aguecimento, pois perdem, mais facilmente, o HCI para a formacéo dos
oxicloretos (LnOCI), em comparacdo com a perda de agua (Eg. (2)). Os cloretos, soltveis na
agua, absorvida do proprio ambiente (deliquescente), cristalizam-se com seis ou Ssete
moléculas de agua de cristalizacdo e, sob aquecimento, formam oxialetos e ndo os haletos
anidros (escandio e cério formam os Oxidos Sc,03 e CeO,, quando desidratados em atmosfera
de ar).

Calor

LnCl3.6H,0 —— LnOCI + 5H,0 + 2 HCI. Eq. (2)

Uma forma simples para obtencéo de cloretos anidros é através da reacdo entre cloreto
de amdnio e os respectivos 6xidos dos lantanideos, tratada termicamente a 300°C (Equacao
3).

Ln,Os + 6 NH4C1 <> LnCl3 + 3H,0+ 6 NH;  Eq. (3)

As reacBes envolvendo brometos e iodetos com lantanideos apresentam
comportamento semelhante aos observados nos cloretos. Em temperaturas elevadas, o0s
lantanideos reagem com Bromo, formando LnBr,4 e LnBrg (LEE, 1980; COTTON, 1978).

Em geral, como precursores desses lantanideos, sdo utilizados sais hidratados
provenientes de muitos oxiacidos (sulfatos, nitratos, bromatos, entre outros) (EDELMANN,
2012).

Lantanideos, além de reagirem com oxigénio e halogénios, formam muitos compostos
com outros metais e metaloides. Entre esses compostos, destacam-se sulfetos (Ln,Ss) e
oxisulfetos (Lny0,S3).

Os sulfetos, que apresentam propriedades semicondutoras, podem ser obtidos pela
reacdo dos cloretos LnCl; com H,S, a 1100°C, para formar Ln,S3. S&o sintetizados também os

compostos lantanideos com os elementos da familia V' (Nitrogénio-N, Fésforo —P, Arsénio-As
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e bismuto: LnN, LnP, LnAs, LnBi. Sdo conhecidos também os boretos do tipo LnB4 e LnBg e
0s carbetos LnC, e Ln,Cs, de interesse em cerdmicas especiais (COTTON, 1978;
OHLWEILER, 1971).

Para os lantanidios, o estado de oxidacdo (Il), comum para muitos elementos, como
haletos binarios, apresenta pouca ocorréncia em solucdo e em complexos, devido a sua facil
oxidacdo para o estado (I11) e compostos divalentes de samario (1), eurdpio (1) e itérbio (I1)
sdo estaveis (COTTON, 1978; PALENIK et al, 2009).

O Unico lantanideo no estado de oxidagdo (IV), que € suficientemente estavel em
solucdo aquosa, é o fon Ce*" podendo ser encontrado neste estado tetravalente em alguns
compostos com alto poder oxidante (PALENIK et al, 2009).

2.1.1.1 Cério e seus compostos

O cério, configuracdo eletrdnica [Xe]4f* 5d* s?, tem carater fortemente eletropositivo e
interacdes predominantemente idnicas, devido ao seu baixo potencial de ionizacgdo (3,49 kJ
mol™), que permite a remog&o dos trés primeiros elétrons. Algumas das propriedades de seus
compostos, como os diferentes estados de oxidacdo, sdo determinantes para suas aplicacdes
tecnoldgicas (COTTON, 1978; LEE, 1980).

Dentre os compostos de cério (I11), destacam-se o 6xido, o hidréxido, os nitratos, 0s
trihaletos, os sulfatos e os carbonatos. Os sais de cério (I1l) sdo estaveis ao ar, mas nao o
hidréxido (COTTON, 1978; PALENIK et al, 2009).

O carbonato de cério é obtido por adi¢do de carbonato de aménio a uma solugédo de um
sal de cério (Il1). Com o tratamento da solugdo desse sal em &cido nitrico, tem-se a producao
de nitrato de cério, que quando submetido a uma evaporagdo com &cido sulfdrico, forma um
novo sal, o sulfato de cério (COTTON, 1978; LEE, 1980).

O trifluoreto de cério, CeFs, € obtido a partir da reducdo do CeF, em atmosfera de
hidrogénio a uma temperatura de 300°C (YOUSEFI et al, 2012).

Para o cério, diferentemente dos demais elementos dessa classe, o estado de oxidagdo
(IV) também ¢é estavel, principalmente em virtude da configuragdo eletronica semelhante a de
um gés nobre ([Xe]4f°). Este elemento, no estado tetravalente, é estdvel em solucdo aquosa,
porém a influéncia da carga de menor tamanho i6nico faz com que os sais de Ce*" sejam
hidrolisados em solucdes aquosas com mais facilidade que o fon Ce** e, consequentemente,
estas solugdes apresentem-se fortemente &cidas, proporcionando um maior interesse quanto ao
estudo de sua quimica de oxireducdo (PALENIK et al, 2009; SHRIVER, ATKINS, 2008).
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O Cério (IV) apresenta como Unicos compostos binarios seus éxidos anidros (CeOy),
hidratados (CeO,.n.H20) e fluoretos ( CeF,).

Oxido de cério (1V) apresenta a cor branca quando puro, podendo ser obtido através
do aguecimento em ar de cério metalico, do seu Oxido trivalente, Ce,O3z, do hidréxido
Ce(OH); ou a partir de qualquer sal de Ce®* de oxiéacidos, como oxalato, carbonato, nitrato,
em atmosfera de ar ou oxigénio. O CeO,. nH,0, obtido da reacéo entre uma base e o fon Ce*",
apresenta-se como um precipitado de cor levemente amarela (COTTON, 1978; PALENIK et
al, 2009).

Uma alternativa para a sintese do éxido de cério (IV) com alto grau de pureza e
rendimentos entre 95% e 98%, e através da oxidagdo do sal Ce(NOs); por KMnO, em
temperaturas elevadas (COTTON,1978; EDELMANN, 2012), conforme a reacdo a seguir
(Equacao 4).

6 Ce(N03)3 + 2KMnQO,4 + 8 H,O — 6CeO, + 2MnO, + KNO3; + 16 H,0 Eq. (4)

Compostos de cério (IV), devido ao seu elevado potencial de oxidagdo, apresentam
propriedades como: alta mobilidade de oxigénio na rede cristalina e alta afinidade por
compostos com grandes quantidades de oxigénio, nitrogénio e enxofre, muito importantes em
diversas areas tecnoldgicas (LI et al, 2008).

Compostos de cério formam fosfato insolivel em HNO3; (4M) e iodato insolivel em
HNO; (6M). Os fosfatos e iodatos podem ser usados para a separacdo de Ce (IV) dos
lantanideos trivalentes (COTTON, 1978; LI et al, 2008; PALENIK et al, 2009).

Cério (IV) pode ser extraido muito facilmente em solventes orgéanicos, como TBP-
diluente, quando comparados aos lantanideos trivalentes (COTTON, 1978; LI et al, 2008;
PALENIK et al, 2009).

O ion hidratado de Ce (V) (Ce(H20),) é um &cido relativamente forte e, em solugdes
com baixo pH, pode sofrer hidrélise e polimerizacdo. Em outros meios ha coordenacdo dos
anions correspondentes como, por exemplo, em &cido sulfurico (elevada concentracdo de ions
sulfato), predominam as espécies Ce(SO4);2 (COTTON, 1978; LEE, 1980; YOUSEFI et al,
2012).

O tetrafluoreto, CeF,, é obtido pelo tratamento de CeCls anidro com fldor elementar, a
temperatura ambiente. E relativamente inerte em &gua fria e pode ser reduzido a CeFz com
hidrogénio a 200-300°C (LEE, 1980).
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Ma et. al (2004), a partir do método de combustdo, sintetizaram 0 Ce;xGdxO,-5 (x =0
- 0,6) a partir de uma solucdo solida, com proporcdes estequiométricas de Ce(NOs3); e Gd
(NO3) 3, obtendo um p6 ceramico com tamanho de particula da ordem de 11 a 28 nm, que em
seguida foram sinterizadas a 1300°C, durante 10 horas.

Vérias sdo as aplicacbes de interesse industrial dos compostos de cério, dentre elas:
dispositivos eletroquimicos (MOGENSEN et al, 2000; YASHIMA et al, 1998), catalisadores
de trés vias para escape de automoveis (NIKOLAOU et al, 1999; OZAWA et al, 1998),
bloqueadores solares contra radiacdo ultravioleta (IMANAKA et al,b 2003); células solares
hibridas (LIRA et al, 2006), agentes para remoc¢do de H,S (FLYTZANI et al, 2006), dentre
outros.

Muitas sdo as rotas de sintese utilizadas para a obtencdo de seus compostos:
precipitacdo (CHEN et al, 2005), sonoquimica (QI et al, 2005), hidrotermal (SHUK et al,
1999), microemulsdo (BUMAJDAD et al, 2004), transformagdo mecanoquimica (TSUZUKI
et al, 2002), decomposicdo térmica (WANG et al, 2002), métodos sol-géis (DUDEK et al,
2010), a sintese solvotermal (SUN et al, 2005), além do método hidrotermal de micro-ondas
(DEUS et al, 2013).

A utilizacdo de cada técnica ira depender do tipo de produto a ser sintetizado,
considerando as seguintes variaveis: estado de oxidacdo, pureza, tamanho de particula,
reprodutibilidade, rendimento e possibilidade de producdo em larga escala (CHIANG et al;
1997; DURAN et al, 2002; HIRANO et al, 2000; MUCCILLO et al, 2005; PUROHIT et al,
2006; TSUZUKI et al, 2002).

2.1.1.1.1 Oxido de Cério (111

Muito se sabe sobre o 6xido de cério (IV), porém, ainda hd pouco conhecimento
acerca da forma sesquioxida, devido a dificuldade de sua obtencdo através de reducdo de
alguns sais precursores e por causa de sua instabilidade (facil oxidacdo), quando exposta ao
ar. Atualmente, muitos autores tém confirmado que vacancias encontradas em suas
nanoestruturas apresentam grande estabilidade ambiental (GHOSHAL et al, 2012;
MUCCILLO et al, 2005).

O sesquioxido de Ce, Ce,Os, conforme descrito na Figura 1, possui uma rede
hexagonal com grupo espacial P3m1, dois atomos de cério e trés de oxigénio por celula
unitaria, onde o mecanismo de transicdo do CeO, para 0 Ce,O3 esta ligado a geracdo de
vacancias de oxigénio (ANDERSON et al, 2007; SKORODUMOVA et al, 2001).
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Figura 1 - Estruturas cristalinas da rede hexagonal (P 3m1) de Ce,0O3. Destaque para oS
atomos de Ce e O, representados por circulos pretos e cinzas, respectivamente
(SKORODUMOVA et al, 2001).

Uma alternativa de obtencdo do Ce,O3; é através do aquecimento do CeO, em
hidrogénio a 1250°C e sua quimica redox &, em parte, relacionada com a energia semelhante
de seus estados eletronicos 4f e 5d . Quando compostos de cério, por exemplo, hidréxidos,
oxilato ou nitrato, sdo aquecidos em oxigénio, o produto resultante é constituido de didxido de
cério. Essa reducdo € acompanhada por uma mudanc¢a da coloracdo branco-amarelado (do
Ce0,) para cinza azulado do Ce,O3 (OHLWEILER, 1971).

Em geral, a diminuicdo da densidade aparente com o aumento da temperatura de
sinterizacdo é explicada como uma consequéncia da reducdo do CeO; a Ce,O3 que ocorre em
altas temperaturas (> 1200 °C). Esta reacdo de reducdo resulta numa perda de massa, que é
funcdo do tamanho das particulas: quanto menor o tamanho das particulas, maior é a perda de
massa. A reacdo de reducdo, na notacdo de Kroger e Vink, pode ser descrita conforme as

Equacdes 5 e 6.

2Ce 0, — Ce,0; + 1120, EQ.(5)
(Rl
Op— Vo +2e+1/20, Eq. (6)
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Onde V°° representa uma vacancia de oxigénio que é criada quando um par de ions
Ce™ se reduz. Assim, a diminuic&o na densidade é atribuida & perda de oxigénio que ocorre
durante a reducéo do 6xido de cério (V) a altas temperaturas (MUCCILLO et al, 2005).
Semelhante as aplicacbes do Oxido tetravalente, nos ultimos anos, as particulas de
oxido de cério (Ill) tém recebido grande atencdo nas areas de salde e bem-estar. Como
exemplos, podem ser citados as aplicagbes bactericida, anti-fungica e fotocatalitica
(HASSAN, et al, 2012; YOUSEFI et al, 2012).

2.1.1.1.2 Oxido de Cério (1V)

Dentre os compostos de Ce*", o diéxido de cério (CeO, , também chamado de 6xido de
cério (IV)) é o mais estavel em virtude de sua estrutura cubica do tipo fluorita (grupo espacial
Fm3m). Suas aplicacbes sdo determinadas pela sua estabilidade oxidativa e sua
interconverséo do Ce** e Ce* *. Esta quimica redox é, em parte, relacionada com as energias

semelhantes dos estados eletrénicos 4f e 5d.

Tal estrutura, apresentada nas Figura 2 e 3, confere a este 6xido uma estabilidade
maior que o sesquioxido, Ce,O3z, com cério trivalente (estrutura hexagonal). Esta quimica
redox €, em parte, relacionada com a semelhanca das energias dos seus estados eletronicos 4f
e 5d (ANWAR et al, 2011; L1 et al, 2008; YAMASHITA et al, 1995).

A reducdo do oxido de cério (IV) pode ocorrer através de defeitos promovidos na rede
por vacancias de oxigénio. A presenca dessas vacancias, no Oxido de cério (IV), sdo
eletrostaticamente compensadas pela existéncia de sitios de Ce (111), que promovem ao éxido,
nova estequiometria e perda da coordenacdo completa, sendo melhor descrito como CeO,.«
(HASSAN, et al, 2012; LYONS et al, 2002).

Ce 02 - 1992 Wolcyrz M.. Ke
Fm-3m

=5,4123
b=5,412%
=5, 4121
©=90,0°
f=90,0°
y=00,0°

Figura 2 - Estrutura cristalina do CeO; (Fluorita)
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Figura 3 — Micrografia, do CeO,, obtida por sintese hidrotermal de micro-ondas
(KEYSON, 2008)

Para a obtencdo de 6xido de cério (IV), variados métodos sao utilizados, dentre eles
pode-se enumerar: reacdo hidrotermal convencional, reacdo hidrotermal de micro-ondas,
método de microemulsdo, transformacdo mecanoquimica, hidrélise térmica, decomposicéo
térmica, solugdo de precipitacdo e sol-gel. No entanto, para muitos desses métodos, elevadas
condicbes de temperaturas e/ou pressdo associada a longos periodos de tempo de
processamento sdo frequentemente pardmetros determinantes. Além disso, o controle de
nanoestruturas de CeO, precisa ser melhor investigado quanto a suas aplicacGes
(BUMAJDAD et al, 2004; DURAN et al, 2002; FENG et al, 2006; HIRANO et al, 2000;
YAMASHITA et al, 1995; TSUZUKI et al, 2004).

Aplicacbes préaticas do Oxido de cério (IV) nanoestruturado, assim como de outros
Oxidos nanométricos, demanda controle sobre um certo nimero de caracteristicas especificas,
tais como distribuicdo do tamanho das particulas, estrutura cristalina, morfologia particular,
alta area de superficie e estabilidade térmica.

Oxido de cério mesoporoso, macroporoso, bem como nanotubos e nanofios foram
sintetizados principalmente pelos métodos quimicos. Estes métodos podem prever um
caminho mais promissor para nanoestruturas, em termos de custos e potencial para a produgéo
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em larga escala (FU et al, 2001; LAHA et al, 2003; LYONS et al; 2002; KOMARNENI,
2003; TERRIBILE et al, 1998).

A obtencdo do oxido de cério (IV) de alta area superficial, de utilidade industrial
superior, demanda particulas muito pequenas da ordem de 5 nm, ou, ainda, estruturas
morfologicas intrincadas com estrutura fractal ou mesoporosa. No entanto, ainda é um desafio
controlar a estrutura, textura e morfologia dos nanomateriais, sem a necessidade de
dispendiosos e complexos processamentos (BAI et al, 2002; BOUCHARA et al, 2002; CHEN
et al, 2010; VANTOMME et al, 2005; ZHANG et al, 2007).

Os estudos de todas essas rotas de sintese buscam controlar esses parametros criticos
para obtencdo de nanoparticulas ultrafinas que séo, significativamente, diferentes daquelas do
mesmo material em forma convencional (BILECKA et al, 2010; CHEN et al, 2010;
VANTOMME et al, 2005; ZHANG et al, 2007).

Torrens et al (1998) estudaram propriedades fisicas e elétricas dos pos de (CeO,) o
(GdO ¢.15) 02, obtidos por diferentes rotas de sintese como uma reacdo modificada a partir do
método de co-precipitacdo, reacdo no estado solido e processo hidrotermal. Como precursores
para as sinteses, foram utilizados Ce(NOg3); e Gd(NOg3); em agua destilada e acido oxalico
(0,05 M) como um agente precipitante. O valor do pH foi ajustado entre os valores de 6,7-6,9,
utilizando NH,OH.

Dikmen et al (2002) utilizaram o método hidrotermal de micro-ondas, para preparar
uma solucdo solida de Ce;xGdxO,.; (x = 0-0,3). Esse procedimento foi iniciado através da
dissolugdo dos sais precursores Ce(NO3)s-6H,0 e Gd(NOs); 6H,0 ,separadamente em agua,
misturados e co-precipitados com NH;OH em pH = 10. Os po6s obtidos de Ce;xGdyOy.5 (x =0
- 0,3) a partir da solucdo solida, apresentaram tamanhos de particulas da ordem de 41-68 nm.

Yuan et al (2005) sintetizaram nanoparticulas de éxido de cério (IV) (CeO,) pelo
método de pirodlise, utilizando como precursor, o propionato de cério hidratado. O propionato
de cério cristalino foi convertido em oOxido de cério (IV) por calcinacdo em temperatura
controlada por 90 min. Os resultados mostraram a influéncia da temperatura de calcinacéo nas
propriedades fisicas das particulas de oxido de cério (IV), onde temperaturas mais altas de
calcinagdo promoveram particulas menores e mais densas (da ordem de 20-50 nm).

Thangadurai et al (2007) apresentaram duas alternativas de rotas de sinteses para a
preparacdo de pos com oOxido de cério (IV) nanoestruturados dopadas com calcio. Como
precursores para sinteses, foram utilizados CaCl, e (NH;).Ce(NOg3)s, € acido oxalico. A
preparacdo do material dopado com célcio por reacdo de estado solido foi feita em

comparagdo com o método de sintese quimica, usando CeO, e CaCO3; como materiais de
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partida (co-precipitacdo). As misturas de CeO, e CaCO3; foram submetidas a dois tratamentos
térmicos, o primeiro a 1500 °C por 24 horas e o0 segundo entre 1000-1350 ° C por igual
periodo de tempo. A formacao de um material, com fase fluorita de Ce;«CaxO,.x (X = 0-0,2)
foi conseguido. Através da comparacdo dos métodos de sintese, observou-se que para a reacao
de estado sélido, os parametros de rede aumentam com a crescente quantidade de Ca até
0,10% mol.

Dudek et al( 2010 ) analisaram como as condi¢cdes de preparacdo de uma solucédo
solida, contendo o sistema CeO,-Ln,03-Ca0, (Ln = Gd, Sm), influenciou na estrutura e
microestrutura das amostras e nas suas propriedades eletroliticas. Estes resultados podem ser
aplicados na construcdo de dispositivos eletroquimicos em diferentes temperaturas de
funcionamento (500-700°C).

Yan et al (2008) obtiveram nanovaretas de 6xido de cério (IV) a partir de Ce(NOg)s,
6H,O com a utilizacdo do template NasPO, através do método hidrotermal e 0 mecanismo
proposto para sintese (equacfes 7,8 e 9) pode ser descrito da seguinte forma: fase inicial,
condi¢des hidrotermais e a hidrolise dos sais precursores que envolvidos na solucdo, da
origem a fons como OH’, Ce*, que sdo oxidados pelas moléculas de O, existentes,
promovendo a formacdo de um complexo de cério gelatinoso e, por fim, mediante tratamento

témico (200°C), as nanoestruturas do 6xido sao formadas.

NazPOs+2H,0 <> 3Na’ +2 OH + H,PO, Eq.(7)

Ce** + OH + H,0+ O, —»Ce(H20)x(OH-)y “** (2) Eq.(8)

Ce(H,0)x(OH-)y “®* + H,0 — CeO, . 2nH,0 + H30" Eq.(9)

Radovic et al (2009) produziram nanocristais de 6xido de cério a partir da formagao do
complexo [Ce(OH)x (H20)y] @ (onde x +y é o nimero de coordenacéo de Ce*"), obtido
através da adigdo controlada de uma solucédo de base a solugdo aquosa de 0,4 M de Ce (SOy)
(equagdes 10 e 11). Durante o processo, ions de Ce (I1V), sdo hidrolisados com moléculas de
agua ou ions OH, resultando no complexo.

Ce(S04); + XOH™ + yH,0— [Ce (OH)x (H20),] “ ¥ (s5)+ (SO4)* (aq) Eq.(10)

[Ce (OH)y (H20),] “ (s) + H0 — CeO; (s) + nH,0. Eq.(11)
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Tsai et al (2006) também utilizaram precursor de sulfato de cério e, através de reacao
de decomposi¢do em solucdo de uréia, obtiveram particulas de oxido de cério (IV) com
diametros da ordem de 100 nm e a reacdo quimica pode ser descrita em trés etapas
(decomposicéo da uréia Eq.(12); precipitacdo do hidréxido Eg. (13) e a formacéo da 6xido de
cério (1V) Eq.(14):

CO(NH_)2 (aq) + 3H,O — 2NH," (ag) + 20H" (aq) + CO; (9) Eq.(12)

Ce (SO4)2 (ppt) + 20H" (aq) — Ce (OH)4 (5)+ SO (aq) Eq.(13)

Ce (OH)4 (s) — CeO; (s) + 2H,0 Eq.(14)

Sun et al (2005) estudaram o efeito de surfactantes, como octadecan-1-amina
(C1gH39N) , bis-(2-etilhexil)-sulfosuccinato de sédio (NaAOT), dodecilbenzeno-sulfonato de
sodio (SDS, CigHzgNaO3S) e brometo de cetiltrimetilaménio (CTABr), na sintese de

nanoparticulas de 6xido de cério (IV) e suas pesquisas apresentaram varias rotas possiveis de

reacao para formagéo nanovaretas de CeO, ( equacgdes de 15 a 24):

Hidrolizagéo :
NH; - CH; - CH, - NH; + 2 H,0 — NHs- CH, - CH; - NH3 + 2 OH' Eq.(15)
Coordenagéo:
Ce®* + 2 NH, - CH; - CH, - NH, <> [ Ce (NH; - CH; - CH; - NH,),]** Eq.(16)

Precipitagéo (solvotermal):
Ce*" + x (OH) +y C;HsOH « [ Ce (III) (OH)x (C;HsOH),]™ Eq.(17)

Precipitagéo (hidrotermal):
Ce* + x(H,0) +y OH" « [ Ce (IIT) (H,0)x (OH),]>  Eq.(18)

Oxidagéo:
Ce** + 1% 0y + x(H20) + (2y-2) OH™ 2 [ Ce (IV) (H,0) (OH),]* Eq.(19)
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Reacdo envolvendo template:

Micelizagéo:

X C1gHa7NH3 <> (C1gH37NH3 ), * , (surfactante = (C1gHa7NH3 ")y ) Eq.(20)
Hidrotermal:

Ce( H20 )m (OH), + z [(C1gHa7NH3 ), ] <> (CeOx) [(C1sHazNH3 )x* 1. . y C2HsOH  Eq.(21)

Solvotermal:
Ce (OH)X (CszOH)y o + Z (C18H37NH3 )x X) — (CeOX)Z .(C18H37NH3 )x X)z Y C,Hs0OH
Eq.(22)

Lavagem (eliminacdo do template):
(CeOX)Z (C18H37NH3)X X)p. m H,O — CeO,+ m H,O + C1gH37NH, ECI(23)

Calcinagéo:
CeOx+ mH,0 +x/2 0; —» CeO,+ mH,O  EQ.(24)

2.2 NANOESTRUTURAS

A capacidade de sintetizar, caracterizar e aplicar novos materiais nanoestruturados,
representa um ponto critico para o avan¢o da nanotecnologia (DANG et al, 2010). Neste
sentido, 0 uso de espécies quimicas direcionadoras de nanoestruturas, os chamados templates
modeladores, tém desempenhado importante fungdo no mecanismo de crescimento controlado
de nanomateriais.

Recentemente, muitas tentativas tém sido feitas para a obtencdo de nanoestruturas
(nanofios, nanobastbes ou nanotubos) ,de éxidos metélicos, em virtude de sua ampla
aplicacdo. Diversos Oxidos metalicos tém recebido atencdo devido ao seu potencial de uso
como componentes ativos ou que interconectam dispositivos eletronicos, épticos, optico-
eletronicos, eletroquimicos e eletromecénicos, fabricados em nanoescala (PHOKAA et al,
2009; YAO et al, 2010).

As superficies de nanomateriais, com estruturas em trés dimensdes (3D), sdo de
grande relevancia para o desempenho final de sua aplicacdo como catalisadores, biossensores,
microeletrnica e para dispositivos de armazenamento de dados, dentre outros (ANWAR et
al, 2011; HOU et al, 2010; YAO et al, 2010).
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Durante a ultima década, novas rotas de sintese controladas de materiais inorganicos,
foram estudadas, sobretudo as que produzem nanoestruturas, especialmente as orientadas
através de uma estrutura cubica de face centrada (fcc). Para essas rotas de sintese, foram
utilizados metais ( Ag, Au, Pt, e outros) e oxidos de metais (Cu,O, CeO,, Fe30,4, dentre
outros) (INIMA, 1991; SAIKAT et al, 2008; YAO et al, 2010).

Nanocristais, com estruturas cubicas de face centrada (fcc), sdo formados em
estruturas poliédricas, limitadas pelas superficies de baixa energia, com as orienta¢des {100},
{110} e {111} e ao mudar a anisotropia da superficie de cristais, com as condicdes
experimentais e a adi¢do de varios surfactantes, a taxa de crescimento dos diferentes planos
ira resultar na formacgdo de nanocristais com formas controladas, tais como cubicos,
octaedros, dentre outras (ANWAR et al, 2011; YAO et al, 2010; SAIKAT et al, 2008).

Embora os estudos tenham sido realizados sobre a sintese de forma controlada de
nanocristais, a caracterizacao da superficie de estruturas 3D, das particulas obtidas em escala
nanométricas, ainda representa uma grande fonte para novos estudos. Um nivel de
compreensdo mais detalhado da superficie e da morfologia das nanoparticulas nos permitira
um passo significativo para melhor controle das estruturas, bem como auxiliard no
estabelecimento do mecanismo de crescimento para novas rotas de sintese verde, por exemplo
(ANWAR et al, 2011; HOU et al, 2010).

Atualmente, estruturas de formas 3D, com dimensbes de até 50 nm, podem ser
visualizadas, diretamente, através de equipamentos como 0 microscopio eletrdnico de
varredura (MEV), porém, quando se tratam de estruturas menores que 50 nm, outras
ferramentas precisam ser empregadas, como por exemplo, a microscopia eletrbnica de
transmissdo (MET), microscopia de forca atdbmica (AFM), microscopia eletronica de
varredura de alta resolucdo (MEV-AR), microscopia eletrnica de transmissdo de alta
resolucdo (MET-AR), entre outros ( LI et al, 2008; MALAC et al, 2007).

2.2.1 Aplicagdes de nanoestruturas em sistemas bioldgicos.

O termo “inorganica” pode levar a suposi¢ao de que essa area da quimica se dedique
apenas ao estudo de elementos ou compostos que ndo facam parte da composicdo dos
organismos vivos. No entanto, todos os seres vivos contém um grande namero de compostos
inorgénicos, que desempenham papéis importantes na manutencdo da vida. O estudo dos
compostos inorganicos, presentes naturalmente ou por contaminacdo em meios biologicos,

constitui hoje um ramo promissor da quimica dos biossistemas (FARIAS, 2009).
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Nesse seculo, a biotecnologia tem se destacado como uma importante ferramenta para
o desenvolvimento tecnolégico e cientifico mundial. A combinacdo da nanotecnologia com
processos bioguimicos, biotecnoldgicos e em biologia molecular tornou-se uma emergente
area de pesquisa como a nanobiotecnologia, que nos oferece grandes oportunidades para o
desenvolvimento de novos materiais (SREEREMYA et al, 2012).

Com o objetivo de elucidar e desenvolver novos materiais com estruturas em escalas
nanométricas com carater hibrido, € de extrema necessidade um estudo mais aprofundado das
propriedades de superficies dessas nanoparticulas. Além disso, nanomateriais hibridos podem
favorecer a importante combinagdo de nanoparticulas (de propriedades magnéticas ou nédo
magnéticas) com biossistemas, tais como anticorpos, proteinas e outras funcionalidades,
levando-os a caracteristicas biofuncionais e de nanoparticulados, promovendo e exibindo
ligacGes altamente seletivas. Essas nanoparticulas poderiam ter muitas aplicac6es biologicas e
medicinais, incluindo a dispensacdo controlada de drogas, diagndstico médico por imagens, e
purificacdo de proteinas (HORAK et al 2007; SALVIULO et al 2010).

A relacdo da area de superficie com o volume (ou a massa) de particulas, em escala
nanométrica, € muito maior quando comparamos com as de dimensdes micrométricas. Como
o material na forma nanoparticulada apresenta uma éarea superficial muito maior, sua
reatividade quimica, geralmente, aumenta significamente (cerca de 1000 vezes) com essa
diminuicdo do tamanho das estruturas (BUZEA et al 2007).

Silva et al (2005) apresentaram um estudo sobre nanoestruturas derivadas do fulereno
(C60), tanto in vitro quanto in vivo, devido a seu potencial neuroprotetor, onde o material
responsavel pelo modelo de fornecimento da neuroprotecdo é o fulerenol, que é o fulereno
funcionalizado pela hidroxila.

Os nanotubos de carbono, devido a sua robustez estrutural e versatilidade morfoldgica,
tém sido utilizados em vaérias aplicacdes biomédicas, incluindo a engenharia de tecidos.
Estudos recentes reportam a uma matriz formada por nanocompositos, constituidos
principalmente por nanotubos de carbono, utilizados como um substrato para o crescimento
de células neurais a partir das embrionarias (JAN et al, 2007).

Quanto a acdo toxica desses materiais, estudos relataram a toxicidade in vitro do
fulerenol, com concentracfes das doses em torno de 1 a 100 mg/ml e diametro médio de
particula da ordem de 4,7 a 9,5 nm, em células endoteliais presentes na veia umbilical humana
(SILVA et al, 2005, ZHU et al, 2007). Pesquisas com nanotubos de carbono revelaram sua
acdo danosa ao DNA (genotoxicidade) induzidas nas paredes multiplas de células-tronco

embrionarias de camundongos variando seus efeitos bioldgicos, onde um mesmo
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nanomaterial pode desempenhar propriedades favoraveis (neuroprotecdo) e desfavoraveis
(resposta toxicidade celular especifico), de acordo com os receptores envolvidos (ZHU et al,
2007).

Muito antes do recente interesse pela nanociéncia, a IUPAC dividia materiais porosos
e seus respectivos tamanhos de poros em trés categorias: microporosos (<2 nm), mesoporosos
(2-50 nm), e macroporosos (> 50 nm). As aplicacbes biomédicas de tais materiais incluem
bioseparacdo, biodeteccdo, transporte de farmacos e, em bioprocessos, age no controle da
coagulacao sanguinea (BLUMEN et al 2007).

Alguns avancos foram conseguidos, com a utilizagdo de materiais nanoporosos, em
varios processos bioldgicos essenciais. Na engenharia biomédica, cientistas utilizaram
membranas de oxido de aluminio poroso (preparadas por processo eletroquimico) como
substratos de crescimento celular para a producdo de osteoblastos e compararam a eficiéncia
da técnica entre vérios diferentes 6xidos de aluminio porosos e ndo porosos (SWAN et al,
2005).

Park et al (2007) demonstraram que 0s nanotubos de TiO,, alinhados verticalmente
(também obtido por via eletroquimica), podem direcionar a adesao e proliferacdo de células
de mamiferos em substratos porosos anodizados.

A literatura reporta que fons como Cd*, Zn?> *, Ag" podem reagir com bactérias
através de diferentes grupos de proteinas. A capacidade de agdo da Ag® na formagdo de sais
pouco soltveis é também considerada como um dos principais mecanismos para atacar as
células de bactérias. A acdo bactericida de nanoestruturas de prata é bastante difundida na
literatura, especialmente quando tratamos de bactérias Gram-negativas, tais como Escherichia
coli, e a sua acdo se da através da libercdo de seus ions, onde, segundo a literatura, a
penetracdo desses ions, invadiriam as células e interfeririam nesses sistemas metabdlicos
(SOTIRIOU et al, 2010). Nanoparticulas de Cd* * e de Zn® * podem também ligar-se a
proteinas da membrana celular contendo enxofre, interferindo na permeabilidade celular
(SANTOS et al, 2013).

A toxicidade microbiana de ions metalicos, tais como prata, cobre, niquel e zinco, tem
sido utilizada ha muito tempo e, ndo surpreendentemente, nanoparticulas formadas a partir
desses metais tem apresentado consideravel poder toxicoldgico. O material mais amplamente
estudado e vulgarmente utilizado, por sua toxicidade microbiana, é a prata (metélica ou em
outras formas combinadas) devido ao seu potencial como agente antibacteriano, mesmo

guando as suas particuls se apresentam em dimensdes convencionais (SOTIRIOU et al, 2010).
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Estudos in vitro tém mostrado que nanoparticulas de prata causam a elevacdo de
espécieis reativas de oxigénio, do inglés, Reactive Oxygen Specie (ROS); a peroxidagado
lipidica e a reducdo nos niveis de Glutationa (GSH), comprometendo a desativacao radicalar
do micro-organismo (SOTIRIOU et al, 2010).

A atividade antibacteriana de nanoesferas de prata (didmetro de 9 nm) ,contra bactérias
resistentes, esteve relacionada ao comportamento dos ions quimissorvidos de Ag *, que se
formam com extrema sensibilidade ao oxigénio. As interacdes dessas nanoestruturas, apos
imobilizacdo em nanoparticulas de silica contra a bactéria Streptococcus coli, mostrou a
dependéncia de sua acdo bactericida com as dimensfes das nanoparticulas envolvidas, bem
como com suas variagdes morfoldgicas. Como exemplo, contra a bactéria E. Coli, temos
nanoplacas de prata, apresentando maiores atividades em comparacdo a outras nanoestruturas
desse metal (nanoesféricas e nanohastes) (SOTIRIOU et al, 2010; SURESH et al, 2013).

As particulas de prata com dimensdes de 1 a 20 nm apresentaram atividade
antimicrobiana contra as bactérias Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus,
Streptococcus coli, Nitrosomonas europaea, Bacillus subtilis e Pseudomonas putida,
degradando a parede celular dos microrganismos por provavel acdo de espécies reativas de
oxigénio (SURESH et al, 2013).

Um estudo sobre a toxicidade de vérias nanoestruturas de éxidos metalicos (Al,Os,
SiO,, TiO; e Zn0), em diferentes tipos de bactérias (E. coli, B. subtilis e Pseudomonas
aeruginosa), mostraram a dependéncia dos seus diferentes niveis de toxicidade com a geracédo
de ROS. Pode-se citar, como exemplo, as suspensdes aquosas de nanoparticulas de ZnO, que
produziram altos niveis de ROS, ou seja, de radicais hidroxila, resultando em um estresse
oxidativo, com maior dano celular do que quando comparados com a a¢do de particulas de
natureza microescalar, as quais ndo apresentaram relevantes acGes toxicoldgicas. Outras
observacGes foram feitas em relacdo a dependéncia do potencial toxicolégico com as
dimens6es de particulas de 6xido de zinco, frente as bactérias S. aureus (SURESH et al 2013,
O’ BRIEN et al, 1998).

A funcdo de nanoparticulas CuO, como material antimicrobiano, tém sido estudada em
bactéria como E. coli , B. subtilis, Salmonella typhi, S. aureus e P. putida,onde seu provavel
mecanismo de acdo esteja relacionado com espécies reativas de oxigénio (SURESH et al,
2013).
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O CeO; possui atividade antimicrobiana contra a bactéria E. coli , B. subtilis,
Shewanella oneidensis e Pseudokirchneriella subcapitata, degradando a parede celular dos
microrganismos por provavel acdo de espécies reativas de oxigénio. Em relacdo a estética, ele
¢ usado em ceramicas odontoldgicas para simular a fluorescéncia observada no esmalte
dentario humano (O’ BRIEN et al, 1998).

A anélise desses casos surge como um desafio na rotina de muitos pesquisadores, que
precisam escolher, de forma adequada, o tipo correto de material nanoestruturado (organico
ou inorganico) a ser empregado em sistemas biotecnoldgicos e biomédicos (BLUMEN et al,
2007; ZHU et al, 2007).

A bactéria S. mutans é a principal causadora de cérie dentaria em todo o mundo, sendo
considerado 0 mais cariogénico de todos os estreptococos orais. Varios métodos tém sido
utilizados na tentativa de diminuir a colonizacdo deste microrganismo: a aplicacdo tdpica de
substancias sobre a estrutura dental e a aplicagdo de vacinas e anticorpos contra este
microrganismo, justificando um estudo mais especifico para o seu entendimento. Bactérias
cariogénicas como essas, utilizam-se de cépsulas de polissacarideos para reagirem contra o
esmalte dentario provocando dano a dentina, promovendo a formacdo de caries (SANTOS et
al, 2013).

A resisténcia aos antibidticos levou a uma crescente busca de novos agentes que
possam inibir o crescimento bacteriano. Os dentes revestidos com nanoparticulas de ZnO e
CuO mostraram uma reducdo significativa na formacdo do biofilme em 85% e 70%,
respectivamente, quando comparados com os casos com dentes ndo revestidos. Os resultados
preliminares sugerem que a acdo dos dois tipos de nanomateriais ocorre através da producdo
de espécies reativas de oxigénio (ROS).

Chang et al (2012), utilizando titania e prata em revestimentos compostos por TiO/Ag
e oxido de zinco (ZnQO), ambos em implantes a base de Ti, para aumentar a atividade
antibacteriana frente a bactéria S. mutans, concluiram que os filmes de ZnO apresentaram
maior capacidade antibacteriana e menor compatibilidade celular, em comparacdo com 0s
compostos de TiO,/Ag.

Estudos realizados, sobre o efeito bactericida e bacteriostatica das nanoparticulas de
prata, 0xido de zinco e ouro, em S. mutans, mostraram que as nanoparticulas de prata, em
comparagdo com as de ouro e de oxido de zinco, necessitaram de uma menor concentragao
para inibir o desenvolvimento das cepas de S. mutans, sendo as mais eficazes no combate a
carie (SIERRA et. al, 2008).
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2.2.2 Producdo de Espécies reativas de Oxigénio (ROS)

O oxigénio é um agente oxidante poderoso e pode ser letal para algumas bactérias.
Durante muitos processos, a formacdo de peroxido de hidrogénio ocorre através do simples
ato de respirar, sendo parte do oxigénio oriundo da respiracdo empregado para a producao de
radicais livres. Evidéncias comprovam que essa producdo conduza a oxidacdo do DNA,
proteinas e lipidos de membranas (SANTOS et al, 2013).

Bactérias afetadas por ROS perdem a integridade de suas membranas,
progressivamente, e isso as impossibilita de aderir as superficies, para manter uma
comunicacdo adequada com outras bactérias, ou para expressar outras fungdes com eficiéncia.
Muitas teorias para explicar os mecanismos de acdo das nanoparticulas envolvem a libertacéo
de ROS e inibicdo da adesdo celular (SANTOS et al, 2013; SOTIRIOU et al, 2010).

Nanomateriais artificiais como CdSe, CdTe, CdSe-ZnS,TiO,, ZnO, Ag, CuO, ZnS,
Si0,, Ce0,, através de processos fisicos ou quimicos (por exemplo, luz ultravioleta ou
catalitica ativacdo de elétrons) e por meio de superficies ativas redox, podem reagir com
oxigénio molecular para a geracdo de ROS (por exemplo, radicais superdxido), sendo estas
relacionadas a respostas toxicas de um certo nimero de sistemas bioldgicos. Em outras
pesquisas, cientistas atribuiram o rompimento da membrana de bactérias a geracdo de ROS a
partir de altas concentracGes de nanoestruturas hibridas de prata, utilizando placa de argila
como suporte (SURESH et al, 2013).

Finalmente, estd bem documentado que as bactérias expostas a nanoparticulas
apresentam estresse oxidativo relacionado com ROS. O que ainda € um campo aberto de
investigacdo é o mecanismo por tras do processo, e se ROS gerado por nanoparticulas podem
resultar em mais danos as células ndo bacterianas (SANTOS et al, 2013). Com base nas
informacdes expostas, sobre 0s danos causados por estresse oxidativo, relacionado com ROS,
em biosistemas, segue, na Figura 4, uma representacdo esquematica dos possiveis efeitos de
particulas menores (3nm) e maiores (10nm) de 6xido de cério (IVV) em uma bicamada lipidica

e no citoplasma bacteriano.
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Figura 4 - Representacdo dos possiveis efeitos de particulas menores (3 nm) e maiores (10
nm) de oxido de cério (IVV) em uma bicamada lipidica e no citoplasma bacteriano.
1) Os danos da parede celular e da camada de peptidoglicano causada pelo contato
direto com as nanoparticulas; 2) a liberagdo de ions toxicos; 3) Danos causados
por protons em bombas de efluxo, promovendo sérios problemas na regulacdo do
pH e alteracdo das taxas de membrana; 4) Geracdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), que podem danificar os sistemas bioldgicos (degradacdo da
parede celular); 5) ROS degradando DNA, RNA e proteinas, com interferéncia
sobre a sintese proteica; 6) Baixa producdo de trifosfato de Adenosina (ATP),
devido & acidificacdo (mecanismo 3) e a presenca de ROS (mecanismos de 4 e
5)(SANTOS et al, 2013).
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2.2.3 Respostas toxicoldgicas de nanoestruturas

Em geral os lantanideos, incluindo o cério, possuem baixa toxicidade quando
presentes em materiais com baixa solubilidade aquosa. Quando oralmente administrados, tem-
se pequena absorcdo no trato gastro-intestinal, fazendo dos lantanideos, e do cério, benignos
toxicos (MOGENSEN et al, 2000).

A solubilidade é um aspecto critico na bioavaliacdo oral dos materiais e a natureza dos
anions é muitas vezes importante na determinacdo de materiais toxicos (MOGENSEN et al,
2000).

A correlagdo entre a toxicidade das nanoparticulas e o potencial de absorcdo de seus
ions representa um dos fatores fundamentais de sua acdo antimicrobiana. Por exemplo,
guando a toxicidade comparativa de varias formas de dxidos metalicos nanocristalinos, como
Zn0O, CuO e TiO; foi apreciada em bactérias como a Vibrio fischeri, nanoparticulas de TiO,
foram atoxicas, mesmo em concentracdes elevadas (20 g.L™), ao passo que ZnO e
nanoparticulas de CuO foram consideradas toxicas, com valores de CL50 de 1,9 a 79 mg.L™,
respectivamente (CL 50-concentracdo letal de uma substancia quimica que promove a morte
da metade (50% ) de um grupo de organismos expostos, em um tempo definido)
(RAGHUPATHI et al, 2011).

O ouro € um material muito comum em estudos biomédicos e suas propriedades
inertes tornam-se ideais como alternativa de mecanismo de transporte. Estudos mostraram que
sua toxidade é sensilvelmente dependente das dimensdes das nanoparticulas administradas
(SYED et al, 2013). Apds 24 horas da administracdo de nanoparticulas de ouro com 10 nm de
dimensdo, na corrente sanguinea de ratos, a presenca desses metais foi evidenciada na
corrente sanguinea, em regides do figado (maior concentracdo), baco, rins, pulmdes, cérebro,
Orgdos reprodutivos e coracdo. Com a utilizacdo de particulas maiores (50, 100, 250 nm),
observou-se uma menor distribuicdo, encontrando-as, exclusivamente, no figado, baco, e
sangue. O mesmo comportamento foi observado, quanto ao acumulo de nanoparticulas no
figado e no bago, para nanotubos de carbono (de 10 a 20 nm), nanoestruturas de oxido de
ferro (da ordem de 11 nm) e para estruturas de CdSe e ZnS com dimensdes da ordem de 13
nm (SYED et al, 2013).

Gaiser et al (2012) mostraram, em seus estudos, a influéncia do tamanho de particula
do 6xido de cério (IV) na acdo toxicologica, frente aos resultados de mortalidade para a

espécie Daphnia magna (espécie de crustaceo representante da familia Daphniidae) e
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compararam sua agao toxicologica com as de nanoparticulas de prata. Crustaceos D. magna
foram expostos a nanoparticulas de prata (concentracdo de 0,1 mg.L™) e os resultados de
CL50 foram observados apos periodo de 48 horas (mortalidade de 50% de D. magna apds 48
h). Isto pode ser atribuido a fatores como as dimensdes nanométricas das particulas de prata,
confirmando a alta toxicidade dessas nanoestruturas na espécie de invertebrados aquaticos.

Em outro experimento, a bactéria da espécie D. magna foi exposta a diferentes
concentracdes de oxido de cério (IV), com dimensGes da ordem de 14, 20 e 29 nm,
constatando-se que, para as particulas menores (14 e 20nm), apés o tempo de 48 horas, 0
CL50 foi observado a uma concentragdo de 40 mg.L™, e para particulas maiores (29 nm) essa
mortalidade foi observada a uma concentragdo de 71 mg.L™, apés igual periodo de tempo. Por
ter utilizado diferentes concentracdes do oOxido de cério (IV), em relacdo ao primeiro
experimento envolvendo prata, estes resultados ndo sdo diretamente comparaveis, mas
apontam para uma maior toxicidade da prata em comparacdo as nanoparticulas de CeO,
(GAISER et al, 2012).

OrganizacGes de saude e ambientais estdo concentrando esforcos em estudos
toxicoldgicos e avaliacBes dos riscos de novos produtos contendo nanomateriais de o6xido de
cério (IV) (suscetiveis a entrar no mercado em um curto prazo) e pesquisas recentes
investigaram a distribuicdo e persisténcia da utilizacdo de nanoestruturas de 6xido de cério
(IV) como modelo de acdo sanguineo. Varios estudos relataram o éxido de cério (IV) com
propriedades neuro e cardio-protetoras, o que sugere que, de acordo com o bioreceptor a ser
utilizado, tem utilidade terapéutica em distirbios médicos causados por espécies reativas de
oxigénio. Por outro lado, ha relatos de toxicidade induzida pelo éxido de cério (IV) associada
ao aumento do estresse oxidativo (PARK et al, 2010).

Estudos sobre a farmacocinética do cério em nanoescala constataram que
nanoparticulas de CeO, com cerca de 30 nm apresentaram um tempo de meia vida (tempo
necessario para a concentragdo plasmatica ou a quantidade original de um farmaco no
organismo se reduza a metade), da ordem de 0,125 h, sendo esse resultado de vital
importancia para a compreensdo da farmacocinética desses materiais em relacdo as suas

potenciais aplicagdes terapéuticas e/ou toxicidade (YOKEL et al, 2009).
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Pouco se sabe sobre a influéncia do tamanho e da distribuicdo do metal e de seus
Oxidos metélico na depuracdo do sangue. Estudos realizados, sobre a influéncia do tamanho
da particula de 6xido de cerio (IV) na depuracdo sanguinea e outras aspectos fisiologicos,
mostraram que (DAN et al,2012):

o Para infusdes de nanoparticulas de oOxido de cério (IV) de 30 nm, com
concentracdes de 50 ou 250 mg.kg™ em um periodo de uma hora, a concentragio de cério no
sangue de ratos foi de 0,56 e 1,3 mg.L™, respectivamente, enquanto que apds a infuséo de
particulas com dimensdes menores (5 nm), na concentracdo de 100 mg.kg™, utilizando o
mesmo tempo de infusdo (1 hora), constatou-se uma aumento da concentracdo de éxido de
cério (IV) no sangue da ordem de 370 mg.L™, sugerindo que a taxa de depuracéo do CeO, na
corrente sanguinea foi dependente do tamanho das particulas.

e A administracdo oral de cério e seus compostos tém efeito praticamente nulo.
Isto se deve ao fato de o cério praticamente ndo ser absorvido pelo corpo. No entanto, a
injecdo subcutanea viabiliza essa absorcdo, depositando-se cerca de 50% do cério no figado,
25% nos 0ss0s, e levando sua eliminagdo de 14 a 15 meses. A inalacdo de 6xido ou fluoreto
de cério induz a formacdo de granulomas nos pulmdes. O cério, bem como todas as outras
terras raras, diminui a pressdo sanguinea e atua como agente anticoagulante. As terras raras
tém diminuta toxicidade aguda.

e  Os efeito de nanoparticulas de CeO, em células humanas e o efeito toxico sobre
células epiteliais bronquicas (BEAS-2B) foram relacionados a producdo de espécies reativas
de oxigénio (ROS) (Equacdes 25 a 27).

Pelletier et al (2010) demonstraram que nanoparticulas de 6xido de cério (IV)
promoveram, de acordo com tipo de receptor, inibicdo de espécies reativas de oxigénio (in
vitro e in vivo). A natureza deste efeito protetor vem, provavelmente, das propriedades de
oxidacao-reducéo (redox) do 6xido de cério (IV) (entre Ce** e Ce®") e sua estrutura inorganica
CeO,.x, com estequiometria incompleta, permite defeitos através de vacéncias de oxigénio
(MOGENSEN et al, 2000), sendo viavel a sua utilizagdo como nanomaterial de aplicacéo
biomédica, possuindo, como uma relevante caracteristica, atividade antioxidante (em pH
fisiolégico) (KARAKOTI et al, 2008; PARK et al, 2008).
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Ce* + e~ Ce® Eq. 25
Ce* + OH* — Ce* + OH" Eq. 26
Ce* +0," < Ce** + 0, Eq. 27

Tem sido sugerido a utilizagdo do 6xido de cério (IV), na prevencdo e/ou tratamento
do cancer, cardiomiopatia diabética, radicais livres induzidos pelo fumo, efeitos colaterais da
radioterapia, degeneracdo da retina, acidente vascular cerebral e doengas neurodegenerativas
(KARAKOTI et al, 2008).

Um maior nimero de pesquisas, quanto ao crescimento e biocompatibilidade desses
nanocompositos, € necessario, pois a escolha, utilizacdo e avaliacdo da toxicidade de qualquer
material nanoestruturado, para aplicacdes biomédicas, ndo representa uma simples tarefas,
especialmente para aplicacdes em neurociéncia, que compreende processos bioldgicos
envolvidos nas fung¢des mais vitais do sistema nervoso central, incluindo o cérebro e a medula
espinhal (KARAKOTI et al, 2008).

Nanopaticulas de 6xido de cério (IV) foram avaliadas quanto a prevencdo da perda da
visdo, devido a degeneracdo de células fotorreceptoras, causada principalmente pela producéo
de espécies reativas intermedidrias, induzidas pela luz, as nanoestruturas de Oxido de cério
(IV), em investigagdes in vivo, tém sido amplamente pesquisadas para essa
aplicacdo(KARAKOTI et al, 2008; KIM et al, 2012; PARK et al, 2008).

A reversibilidade e as propriedades auto-regenerativas de nanoestruturas de éxido de
cério (IV) sugerem que este material pode ser fornecido em uma dose Unica e pode apresentar
uma vida de prateleira, aparentemente, pseudo-infinita. Outro estudo demonstrou
recentemente o efeito neuroprotetor de nanoparticulas de éxido de cério (IV), em dose Unica,
na reparagdo da medula espinhal e em outras doencas relacionadas com o sistema nervoso
central (SNC), podendo aumentar a sobrevivéncia dos neurdnios na medula espinhal e
reduzindo o dano oxidativo relacionado ao estresse (KARAKOTI et al, 2008; KIM et al,
2012).
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2.3 SURFACTANTES

Os surfactantes, também chamados templates ou direcionadores, sdo compostos
anfifilicos que apresentam comportamento tanto hidrofilico, quanto lipofilico, adsorvendo em
superficies ou interfaces de um sistema e podendo promover a alteragdo da energia livre ou
interfacial das mesmas (HUCZKO, 2000). Maniasso (2001) cita que o termo “interface”
significa o limite entre as duas fases imisciveis, enquanto o termo superficie indicaria uma
interface onde uma fase é liquida e a outra é gasosa, geralmente ar.

Surfactantes possuem estrutura molecular constituida de duas regides bem definidas.
Uma das regibes, também chamada de cabeca, apresenta grupos funcionais de pequeno
tamanho, demonstrando um forte carater polar, enquanto a outra, ndo polar ou apolar,
constitui o grupo hidrofébico, formado de cadeias parafinicas alongadas do tipo (CH3)n, com
forte caréater apolar (L1et al, 2012; MANIASSO, 2001; TAN etal, 2011).

O papel particular dos surfactantes, incluindo suas estruturas eletrdnicas e atbmicas em
superficies do tipo CeO, e muitos aspectos fundamentais do crescimento, ainda ndo é
completamente compreendido (TAN et al, 2011).

Vérios polimeros, com acdo surfactante, sdo empregados na preparacdo de
nanoparticulas e podem ser de origem natural ou sintética, sendo os naturais derivados de
compostos como albumina, colageno, acido hialurénico, gelatina, quitosana e alginato. Os
polimeros sintéticos sdo Poli(metacrilato de hidroxietila)(PHEMA), Acetato de Polivinila
(PVA), poli (acido amico) (PAA), polietilenoglicol (PEG) (MANIASSO, 2001; TAN et al,
2011; YANG et al, 2006).

Nos processos umidos, através de ligacGes covalentes, os surfactantes formam
diferentes tipos de conjugados com nanoparticulas, entre ele, os dendrimeros e as micelas.

Dendrimeros sdo macromoléculas de polimeros sintéticos que podem ser de diferentes
naturezas (peptideos, lipidios, polissacarideos, dentre outros). Um dendrimero é formado por
uma tipica molécula central, deixando varios "ramos", que por sua vez, produzem uma
imagem tridimensional em camadas concéntricas de arquitetura globular bem definida (Figura
5(a)). Cada passo da sintese dos dendrimeros é bem controlado, conduzindo a uma estrutura
organizada de tamanho particular, que apresenta um determinado numero de grupos
funcionais, sendo que a presenca destes grupos (amino, carboxilo, hidroxilo, dentre outros),

sobre a superficie dos dendrimeros, estabelece muitas de suas aplicagdes (YANG et al, 2006).
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Figura 5 -Sistemas nanoestruturados, a) dendrimeros e b) micelas (Adaptado de
VILLANOVA et al, 2010).

As micelas sdo particulas coloidais esféricas ou oblongas de compostos anfifilicos
formados espontaneamente em solucdo (Figura 5(b)). Micelas poliméricas sdo particulas
coloidais com um ndcleo hidrofébico, um exterior hidrofilico e uma superficie funcionalizada,
gue promove respostas a estimulos do ambiente (VILLANOVA et al, 2010).

A formacéo da estrutura do cristal consiste basicamente do processo de precipitacéo e
da nucleagdo, seguido por fases de crescimento das particulas, onde a tensao superficial (y) e
proporcoes de saturacdo (S) sdo influenciadas diretamente por fatores, como pH do solvente e
concentracdo do surfactante, interferindo na nucleacéo e no crescimento do cristal, por meio
de fendmenos, como a supersaturacdo (MASUI et al, 1997).

Polimeros e copolimeros empregados na preparacdo de micelas sdo obtidos a partir do
polietilenoglicol (PEG), brometo de cetiltrimetilaménio (CTMABY), dietileno glicol (DEG),
poli (histidina), poli (&cido aspartico), poli (isopropil acrilamida), poli (2-etil-2-oxazolina),
poli (metacrilato de 2-dimetilaminoetila), dentre outros (MASUI et al, 1997; VILLANOVA et
al, 2010).

Feldmann (2003), sintetizou 6xido de cério em dietileno glicol (DEG), a partir de
cloreto de cério heptahidratado, com a utilizalcao de NaOH, promovendo maior oxidacdo de

ce*tace**.
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Vantomme et al (2005) apresentaram o método hidrotermal como uma boa alternativa
para producdo em larga escala de particulas cristalinas de 6xido de cério, utilizando brometo
de cetiltrimetilaménio (CTMABT) como surfactante catiénico, para orientar o crescimento e
agregacao das nanoestruturas cristalinas.

Sun et al (2005) utilizaram alguns templates, como octadecan-1-amina (C1gH39N), bis-
(2-etilhexil)-sulfosuccinato de sédio (NaAOT), dodecilbenzeno-sulfonato de sodio (SDS,
C1sH29NaO3S) e brometo de cetiltrimetilamonio (CTABTr) na sintese de nanoparticulas de
oxido de cério (IV), e observaram seus diferentes efeitos na moforlogia:

a) A presenca de octadecilamina (Ci1gH3z9N) mostrou-se fundamental na formagéo de
nanobastdes de CeOy;

b) A utilizacdo de dodecilbenzeno-sulfonato de sédio bis, (2-etil-hexil) sulfossuccinato
(NaAOT) ou dodecilbenzeno-sulfonato de sédio (SDS, CigH2gNaO3S) mostrou um baixo
rendimento na sintese dessas estruturas;

c) A sintese, envolvendo o brometo de cetiltrimetilaménio (CTMABTr), néo foi

eficiente para a formacdo das nanoparticulas de 6xido de cério (IV) com tal morfologia.

Nanoparticulas de ¢xido de cério (lll), com arranjo hexagonal bem definido,
monodispersas e cristalinas, foram sintetizadas através de copolimero dibloco PS-b-PEO,
adquirido de fonte polimérica sem purificacdo, em superficies de substrato de silicio com a
utilizacdo deste template/ direcionador. A estabilidade do sesquioxido e suas condicdes de
calcinacdo foram exploradas e, surpreendentemente, sua estrutura pareceu ser relativamente
estavel em condi¢cBes ambiente, com pouca evidéncia de oxidacdo (até aquecimento a
temperaturas acima da temperatura ambiente) (GHOSHAL et al, 2012).

Particulas esféricas bem dispersas, uniformes e cristalinas de CeO, foram preparadas a
partir de sal precursor de cerio (I11), em solucdo de acetato de etila e propilenoglicol, atraves
de tratamento térmico, realizado em duas etapas: a primeira, em que uma mistura complexa
de 6xido de cério, hidrato de 6xido de cério, hidroxido de cério e cério glicolato foi obtida a
187°C (ponto de ebuli¢do do poliol) por vérias horas, e a segunda, para obtengdo do 6xido de
cério (IV) puro, realizada a 500°C, por uma hora (ANDREESCU et al, 2006).

Apesar de sabermos que o mecanismo detalhado da acdo dos surfactantes ainda nao
seja completamente conhecido, é possivel que suas diferentes estruturas promovam variados

efeitos sobre a cinética de crescimento de nanoestruturas de CeO..
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2.3.1 Polietilenoglicol (PEG) como surfactante

Oxido de cério pode ser obtido com a utilizagio de varios polidis, sendo o
polietilenoglicol (PEG) utilizado como direcionador em diferentes rotas de sinteses de
nanoestruturas de 6xidos metalicos, devido ao seu baixo custo, sua simplicidade quanto a
procedimentos de utilizacdo e por permitir reacbes em temperaturas amenas ( < 200°C ). Sua
concentracdo micelar critica (cmc) é alcangada quando misturamos 0,36 mL de PEG em 100
mL de &gua destilada, resultando em uma solucdo de 1,25 x 10™ mol.dm™ do polimero (cmc
de PEG) (NEMA et al, 2010; ZHANG et al, 2007).

Nanobastonetes policristalinos de CeO, foram sintetizados, por meio de ultrasom,
utilizando polietilenoglicol (PEG), como agente direcionador de estrutura, a temperatura
ambiente (ZHANG et al, 2007).

Uekawa et al (2002) produziram, por aquecimento do nitrato de cério hidratado em
polietilenoglicol (PEG), particulas de oxido de cério, descobrindo que polimeros de maior
peso molecular favoreciam a formacéo dessas particulas, sendo que sua precipitacdo envolvia
a hidrolise de aquo-complexos de fons de cério Ce (H,0) ,° * como fase intermediéria da

reacao.
2.3.1.1 Adsorcdo e forgas atrativas de Van der Waals na mistura CeO,-PEG

Na busca da compreensédo dos efeitos do surfactante ndo-idnico e a influéncia de sua
concentracdo micelar critica na reducéo da viscosidade das diferentes misturas de PEG/ CeO,
utilizadas (% volume), Yin et al (2005), através de seus resultados de DRX e DSC,
demonstraram a ocorréncia de uma forte adsorcdo da cadeia polimérica do PEG as particulas
de CeO,, levando a formacdo de uma série de ligacOes fisicas, especialmente nas misturas
com menores concentracfes do direcionador .

De acordo com literatura, acredita-se que a reacdo envolvendo as nanoparticulas e o
polimero PEG promova a formacdo de micelas poliméricas, agindo como nanoreservatorios,
em que as intera¢Oes hidrofobicas ou as ligacdes de hidrogénio fornecem a base para sua
solubilidade e estabilidade nos compostos formados (LAVASANIFAR et al, 2006). Uma
maior concentracdo do surfactante na solucdo pode provocar uma menor area de contato entre
particulas, surfactante e a 4gua e, consequentemente, produzir maior nimero de aglomeragdes
nas estruturas (MANIASSO, 2001).
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A literatura ainda reporta que, ao se elevar a concentra¢do do Oxido de cério (I1V) a
valores iguais ou superiores & encontrada para 0 PEG na solucéo resultante, a fase deste
polimero reveste facilmente as particulas de CeO, e este fenbmeno pode ser atribuido a
existéncia de forcas atrativas interparticulares de Van der Waals, mostrando que o PEG
envolve facilmente a superficie das particulas do Oxido, permitindo misturas em Vvarias
concentragOes dos dois integrantes e apresentando o PEG como uma boa alternativa de
direcionador para a sintese de naoparticulas (Figura 6) (MANIASSO, 2001; ZHANG et al,
2007).
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Figura 6 - llustracdo esquematica da sintese de nanoestruturas de 6xido de cério (IV)
utilizando polietilenoglicol (PEG) com agente direcionador.

2.4 CRISTALIZACAO

Os processos que ocorrem durante as fases iniciais da formacéo de sélidos cristalinos
sdo ainda pouco compreendidos. A investigacdo dos processos de formacdo das mais
diferentes estruturas € um enorme desafio para muitos métodos analiticos e teoricos. Por isso,
particulas muito pequenas ou agregados, com composi¢do quimica e tamanhos diferentes,
devem ser mais estudados antes, durante e apds a nucleacdo (BYRAPPA, 1991; KOLB et al,
1976).
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Sélidos cristalinos representam uma das mais importantes classes de compostos para o
desenvolvimento de materiais. Entretanto, a compreensdo da preparacdo de alguns desses
materiais ainda € um desafio. Eles podem ser caracterizados através da determinacéo de sua
estrutura e de sua composicdo quimica, a partir de propriedades quimicas e fisicas existentes.
Tais propriedades séo "geradas” durante o desenvolvimento da estrutura cristalina. A relagdo
direta dessas propriedades de um sdélido desempenha um papel fundamental para o
desenvolvimento de novos materiais com propriedades interessantes (BYRAPPA, 1991).

Ezersky et al (1993) estudaram as condi¢Ges hidrotermais usando como ferramenta
uma técnica de radiografia. Esta compreensdo promove um maior desenvolvimento
experimental e tedrico.

Experimentos envolvendo crescimento de cristal em processos hidrotermais sdo
realizados nas condi¢cBes de gradiente de temperatura em autoclaves padrdo e por acdo de
micro-ondas. O crescimento de um Unico cristal pode ser realizado de duas maneiras:

»  Recristalizacdo da substancia solida, incluindo a sua dissolucdo na fase liquida
por conveccao, transferéncia de parte da substancia dissolvida a zona de crescimento ou de

sementes;

»  Dissolucdo da mistura dos componentes com a ajuda do transporte de massa por
conveccao em direcdo a zona de crescimento e interacdo dos componentes dissolvidos da

superficie das sementes.

Para modelar o crescimento do cristal, a partir de uma Gnica semente, é necessario
estabelecer condigdes de crescimento para o0 processo representado pela soma de macro e
micro-processos, que ocorrem entre o limite de interface da solugédo e do cristal. Composicao
da concentracdo, temperatura da solucdo, pressdo, além de condicBes hidrotérmicas e de
superficie de contato das fases sdo alguns dos parametros fisicos e quimicos que determinam
0 regime e a taxa de dissolu¢do em massa, possibilitando a formagdo de novas estruturas
(KOLB et al, 1976). A seguir, representacdo esquematica do crescimento de nanoparticulas de
CuO (Figura 7).
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Reacdo: Cu* + NH«OH + PEG—» CuO (s)

(@) ®)
1. Nucleacio de s
grdos/ semente: l

IL. Coalescéncia dos -
grdos / sementes

III. CuO
Nanoestruturad

Semelha

Formas da Natureza
(Ourigo do mar)

Figura 7 - Representacdo esquematica da sintese e mecanismo de crescimento de particulas
de CuO com PEG (KEYSON et al,2008).

2.5 METODOLOGIAS PARA OBTENCAO DE NANOPARTICULAS

As nanoparticulas podem ser obtidas por diferentes métodos de sintese, utilizando-se
reacOes que se classificam de acordo com o estado fisico dos materiais precursores utilizados.
As reacdes em estado sélido (método cerdmico ou mistura de Oxidos) e as reacdes que
envolvem métodos quimicos por via umida (sol-gel, co-precipitacdo, método dos precursores

poliméricos, hidrotermal) sdo alguns dos métodos utilizados para obter nanoparticulas.
2.5.1 Reacdes no estado solido

Dentre os métodos comuns para o preparo de nanoparticulas, que envolvem a reacéo
no estado solido, destaca-se o método de sintese mecéanica (mistura mecanica de Oxidos

metalicos).
2.5.1.1 Sintese Mecanica

A Sintese Mecanica (SM) é uma técnica de processamento de pd que permite
sintetizar uma grande variedade de materiais cristalinos, amorfos e solugdes solidas, com

estruturas nanométricas estaveis ou metaestaveis. Esta técnica surgiu no final dos anos 60,
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destinando-se a producéo de superligas de niquel. E um método de grande interesse, pois
permite a reducdo da granulometria das fases envolvidas no material, favorecendo uma
consideravel interacdo quimica, reduzindo problemas relacionados a estequiometria do
material, em condi¢cbes amenas de temperatura. A desvantagem, desse método, € a
contaminagdo que ocorre devido, principalmente, ao atrito do p6 com as esferas e paredes do
moinho (CARBAJAL-RAMOS et al, 2013).

O processo é realizado quando uma mistura solida é submetida a um tratamento fisico
de moagem que envolve colisdes aleatorias de particulas em alta energia. Para isso, diversos
tipos de moinhos sdo empregados, sendo o0 moinho de esfera 0 mais comum.

Nanoestruturas de Ce; xZryO; (x < 0.2) foram obtidas a partir das misturas da CeCls e
ZrCl, em NaOH, por tratamento de sintese mecanica, em diferentes tempos de moagem (5 e
15 horas), sendo obtidas nanoparticulas com uma composicdo final de CeygZrp,0, . A
solucdo solida sintetizada apresentou boa estabilidade térmica, elevada area superficial e
grdos de dimensGes nanométricos, apds lavagem, para a eliminagdo do NaCl produzido na
reacao, e secagem a 600 °C (CARBAJAL-RAMOS et al 2013; LI et al, 2005).

Uma outra proposta, para a producdo de nanoparticulas de 6xido de cério (IV), por
método mecano-quimico, é apresentada através da Equacgdo 28 e do fluxograma apresentado
na Figura 8 (TSUZUKI et al, 2004).

2CeCl3. 6H,0 (s) + 3 Na,C03.10H,0(s) — Ce; (CO3) 1H,0 (s) + 6 NaCl (s) + (42- n)
H,O Eq. (28).

Uma sintese, em condi¢des amenas, foi induzida a partir do processo de moagem e
uma subsequente calcinacdo dos p6s precursores que, juntamente com o subproduto NacCl,
levou a formacdo de nanoparticulas de 6xido de cério (IV). A presenca do subproduto de
NaCl em p6 diminuiu, significativamente, a agregacdo das particulas de CeO,. Analises
microscopicas de transmissdo eletrdnica mostraram tamanhos de cristalitos, para o 6xido de
cério (1V), da ordem de 40-70 nm (LI et al, 2005) .
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Figura 8 - Processo de obtencdo de nanoparticulas de CeO, a partir do método de sintese mecanica.

2.5.2 Reagdes por via Umida

Métodos por via imida sdo mais utilizados que o método de reacdo no estado sélido
por apresentarem melhores propriedades como maior homogeneidade entre os reagentes, alta
pureza dos produtos e baixa temperatura de processamento (KWON et. al, 1998).

No intuito de melhorar as caracteristicas das nanoparticulas, métodos quimicos como
sol-gel (KAKIHANA et al, 1967), co-precipitacio (BELINA et al, 2007), precursores
poliméricos (PECHINI, 1967) e hidrotermal de micro-ondas (GODINHO et al, 2008), tém
sido investigados nos Gltimos anos, por permitirem sinteses com controle mais preciso de
estequiometria (especialmente na obtencdo de éxidos simples) e controle do tamanho das
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particulas e da sua morfologia, embora, haja certa dificuldade de controle de fase e
estequiometria quando da obtencdo de 6xidos mistos.

O processo sol-gel tem sido utilizado, nas ultimas duas décadas, para preparacdo de
ceramicas, vidros e filmes finos. A literatura descreve a existéncia de trés tipos de
processamento sol-gel (KAKIHANA et al 1967):

A) Sol-gel coloidal ;

B) Gel polimérico inorganico de compostos organometalicos;

C) Rotas de gel, envolvendo a formacdo de polimeros organicos “in situ”.

Dentre os tipos de processamento sol-gel, o terceiro método destaca-se por envolver a
formacdo de uma rede polimérica organica, baseando-se na preparacdo de uma solucédo
viscosa que contem os ions metalicos, polimeros e um solvente apropriado, 0s quais serdo
convertidos em um gel termopléstico com o aumento da concentracdo dessa solugdo. O
principio bésico deste método é reduzir a individualidade dos diferentes ions metalicos,
podendo ser alcancado, por meio do envolvimento do complexo dos metais quelados, durante
o0 crescimento da rede polimérica. Este método é conhecido como Pechini e destaca-se, dentre
0s métodos de sintese por via Umida, por ser simples, versatil, ter um baixo custo efetivo,
além de utilizar uma rota de queima com baixas temperaturas (KAKIHANA et al 1996).
Todavia, este método demanda varias etapas de processo, altas temperaturas de calcinacao e

consumo consideravel de energa/tempo ( Figuras 9 e 10).
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Figura 9 - Proposta de mecanismo para obtencdo de compostos de cério pelo método dos
precursores poliméricos.
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Figura 10 - Processo de obtencdo de nanoparticulas de CeO, a partir do método dos
precursores poliméricos.

2.5.2.1 Decomposigéo ultrassonica

O ultra-som é usado na inddstria para limpeza de materiais, solda de plasticos,
processos quimicos, preparacdo de emulsdo e suspensdo, desgaseificacdo de solventes e
avaliacdo ndo-destrutiva em materiais, isto é, a obtencdo de informacdes sobre defeitos,
fraturas, aglomerados, inclusdo e anisotropia, e, em hospitais, para analise de imagem
(MARTINES et al, 2000).
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Também chamada de sonoquimica, a decomposi¢do quimica € conhecida como um
excelente método para a preparacdo de nanoparticulas. Em trabalho recente, particulas
amorfas ou materiais nanocristalinos, nanoparticulas de cromo, manganés, molibdénio, galio,
dentre outros 6xidos de metais de transicdo, foram sintetizados (LORIMER, 1990).

Métodos quimicos, envolvendo emissdo de ultra-sbnica, possibilitam a producdo de
uma grande variedade de materiais nanoestruturados. Essas rotas de sintese consistem na
utilizacdo de ondas sonoras com comprimentos superiores a 20 KHZ e vem recebendo grande
atencdo, de grupos de pesquisa, devido as facilidades experimentais do processo (LORIMER,
1990; MARTINES et al, 2000; YIN et al, 2002), tais como:

> Possibilidade de sinteses empregando pequenas quantidades de reagentes;

>  Temperaturas inferiores a 200 °C e consequente econdmica de energia (Quimica
verde)

Estudos reportam teorias que tentam explicar o mecanismo de formacgdo das
nanoestruturas a partir do crescimento e colapso de bolhas (Figura 11) que sdo formadas no
liquido, fendmeno conhecido como cavitagdo acustica, que promovem a quebra de ligacdes
pelas radiacdes e favorecem, através da formacdo de bolhas, a orientacdo de crescimento dos

materiais a partir dos planos de menor energia (MARTINES et al, 2000).
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Figura 11 - Processo de obtencao de nanoparticulas de CeO, a partir do método
decomposicdo ultrassénica (Sonoquimica).

2.5.2.2 Precipitacao

O processo de precipitacdo, Figura 12, utilizado para a producdo de diversos tipos de
materiais, consiste na formacdo de um produto sélido insollvel, a partir de uma solucédo
constituida por precursores, sendo algumas varidveis, como temperatura, pH da solugdo e
concentragdo dos reagentes, determinantes para o controle dos pardmetros do processo e para
a obtencdo de pos com particulas finas, elevada area superficial especifica e homogeneidade
quimica, contudo, como desvantagens para esse método temos, em alguns casos, a dificuldade
de precipitar todos os cations de interesse a0 mesmo tempo e , em algumas situacdes, por
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proporcionar a formagdo de hidroxidos e acarretar um aumento dos aglomerados de
particulas, pode necessitar de uma etapa adicional de calcinacdo, visando a obtencdo de
materiais nanoestruturados (CHEN et al, 2005; ZHOU et al, 2002).

Apds a etapa de precipitacdo, o produto intermediario € submetido a uma sequéncia de
lavagens, até a estabilizagdo do valor de pH, devendo ser, posteriormente, filtrado, seco e
calcinado (Figura 12). No processo de secagem, devido a acdo de forcas capilares, podem
ocorrer aglomeracfes do material. Para evitar essa formacdo, os precipitados devem ser
submetidos a tratamentos especificos, tais como, lavagem com liquidos organicos, tratamento

hidrotermal convencional ou induzido por micro-ondas, dentre outros (CHEN et al, 2005).

Agitacgéo /
Controle de
pH

Figura 12 - Processo de obtencdo de nanoparticulas de CeO, pelo método de precipitacéo.
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2.5.2.3 Meétodo Hidrotermal

O método hidrotermal € um processo viavel e um dos mais promissores, para eficiente
preparacdo de varios 0xidos metalicos cristalinos, homogéneos, com alta pureza e com forma
submicrométrica e nanométrica bem definidas, com reducdo de impurezas e obtidos sob
regime ordinario de temperatura (< 300°C) embora ainda exija, em muitos casos, grandes
intervalos de tempo de sintese. Os materiais sintetizados por esse metodo, exibem uma série
de vantagens em relacdo a outras técnicas, tais como: menor custo, baixa temperatura de
sintese, tamanho e morfologia controlaveis, que € um papel chave nas propriedades dos
nanomateriais (GODINHO et al, 2008; YAMASHITA et al, 1995). Particulas em escala
nanométrica, de diferentes tamanhos e formas, tém atraido muita atencdo, pois podem ser
facilmente produzidas, devido a facilidade do controle de sintese, de processamento, de
parametros como baixa temperatura. A nucleacdo homogénea em sintese hidrotermal torna
possivel alcancar nanoparticulas com elevado grau de pureza (BYRAPPA, 1991).

Yamashita et al(1995) utilizaram o referido método para a sintese do CeQO,, onde
utilizou-se 100mL de solucdo aquosa de (Ce(NO3); .6H,0) alcalinizada até valor de pH igual
a 10. Esta mistura foi entdo agitada e, em seguida, processada por varias horas para completa
reacao hidrotermal.

A despeito da versatilidade do método hidrotermal, uma pequena ressalva pode ser
feita ao seu desempenho; o fato da cinética de cristalizacdo possuir baixa velocidade quando
as temperaturas de processamento sdo inferiores a 300 °C, condi¢des estas desejadas para
processos “soft chemistry”. Entretanto, para aumentar-se a cinética de cristalizacdo, pode-se
combinar energia de micro-ondas ao processo hidrotermal, gerando-se assim 0 pProcesso

Hidrotermal de Micro-ondas.

2.5.2.4 Hidrotermal de micro-ondas

Dentre os diversos métodos de obtencdo de nanoparticulas relatados na literatura, o
processo hidrotermal de micro-ondas é um método de grande interesse no processamento de
materiais tanto organicos, quanto inorganicos. Ele apresenta boa viabilidade econdmica e
ambiental, uma vez que é realizado em sistema fechado (isolado), utilizando baixas
temperaturas de sintese e baixo consumo de energia (YOSHIMURA et al; 2008). Nesta

técnica, sdo empregadas as vantagens do aquecimento por micro-ondas e do método


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/016727389599031H
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/016727389599031H
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hidrotermal que podem esté associados ao efeito de orientacdo no crescimento das particulas
(KOMARNENI et al, 2003).

Dessa maneira, 0 processo hidrotermal promovido por micro-ondas (Figuras 13 e 14),
pode conduzir a formacgdo de materiais com boa homogeneidade quimica, rendimento mais
elevado, melhor reprodutibilidade e menor custo, embora, como dito anteriormente, haja certa
dificuldade de controle de fase e estequiometria quando da obtengdo de dxidos mistos. Devido
a essas vantagens, nos ultimos anos, o numero de relatos, onde a técnica de preparacdo
hidrotermal convencional foi substituida por método hidrotermal de micro-ondas, esta cada
vez maior (YOSHIMURA et al 2008). Os materiais sintetizados por esse método sdo bem

cristalinos e facilmente dispersos em meio aquoso.

Agitacao

Agitacéo / Controle sy
de pH

Figura 13 - Representacdo esquematica do método hidrotermal induzido por micro-ondas.
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Figura 14 Representacdo esquematica (a) e Fotos (b) Reator de Micro-ondas
industrial VOLANTE et al,2008).

A introducéo da energia das micro-ondas em uma reac¢do quimica, que tenha ao menos
um componente capaz de acoplar fortemente com as micro-ondas, conduz a taxas de
aquecimento mais elevadas aumentando, assim, a cinética de cristalizacdo em até duas ordens
de magnitude, devido ao super aquecimento na solucdo, provocado pelas micro-ondas. Além
disto, efeitos de orientacdo, ndo térmicos, estdo associados ao acoplamento do material com
as micro-ondas (Figura 15). Dessa maneira, 0 método pode conduzir & formacdo de novas
fases, homogeneidade quimica, rendimento mais elevado, melhor reprodutibilidade e menor
custo (VOLANTE et al 2008; WANG et al 2011; ZHOU et al, 2008).
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O controle da forma e tamanho das nano-estruturas sdo de grande interesse. Por
exemplo, a sintese de nanoestruturas 1D ou 2D e a montagem dessas morfologias em escala
nanométrica para formar blocos ordenados superestruturas ou complexos funcionais, oferecem
grandes oportunidades para explorar as suas propriedades e consequentemente, a fabricacao
de nano dispositivos. E ainda mais intrigante que o arranjo da sua nanoestrutura é responsavel
por grande parte desse comportamento interessante. A padronizacdo da superficie, em
nanoescala, € de grande interesse para aplicacdes na optoelectronica, foténica, biosensor, e
biochip deteccdo (CHENG et al 2004; VOLANTE et al 2008; WANG et al 2011).
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Figura 15 - llustracdo do processo de acoplamento/desacoplamento promovido pelas micro-
ondas no mecanismo de aquecimento da agua (VOLANTE et al 2008) .

Do ponto de vista classico, o aquecimento de um material, devido a irradiacdo por
MO, da-se em virtude da interacdo da onda eletromagnética do féton de micro-onda com o
dipolo elétrico da molécula. O aquecimento de uma substancia pode entdo ser entendido como
uma analogia do que acontece com as moléculas quando estas sdo submetidas a acdo de um
campo elétrico. Quando o campo é aplicado, como mostrado na Figura 15, as moléculas que
possuem momento de dipolo elétrico tendem a se alinhar com o0 campo. Quando o0 campo que
provocou a orientacdo dos dipolos moleculares é removido, ocorrera uma relaxacédo dielétrica,
isto é, as moléculas tenderdo a voltar para o estado anterior (menos alinhado), dissipando a
energia absorvida na forma de calor. A principio, quanto maior for o dipolo elétrico, mais
intenso deve ser a orientacdo molecular sob a agdo do campo elétrico. Se um material possui
maior valor de constante dielétrica (X), entdo maior quantidade de energia pode, a principio,
ser armazenada (CHENG et al 2004; SREEJA et al 2007; VOLANTE et al 2008).
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O uso das micro-ondas permite transferir a energia diretamente para dentro do material

onde é convertida em calor através da interacdo dos &tomos e moléculas com o campo
eletromagnético.
Assim, 0 aumento na cinética de cristalizacdo, em até duas ordens de magnitude, é conseguido
devido ao superaquecimento localizado na solugéo promovido pelas micro-ondas, reduzindo
assim, o tempo de processamento (CHENG et al 2004; SREEJA et al 2007; VOLANTE et al
2008).

A partir da Figura 16, observa-se um esquema mais ilustrativo sobre 0 método com
interferéncia das micro-ondas, onde é observado a obtencdo de particulas de SrWO,
(SCZANCOSKI et al, 2009), relacionando 0 modo de aquecimento e a influéncia do tempo na
morfologia do material. Essa melhor organizacdo é, usualmente, atribuida ao processo de

redissolucdo do material.

(a) NH,OH+PEG  Sr(CH,0,),+H,WO, (d) (e)
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Figura 16 - Representacdo esquematica da sintese e mecanismo de crescimento de particulas
de SrWO, por Hidrotermal de Micro-ondas (SCZANCOSKI et al, 2009).
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Alguns estudos, sobre a sintese de nanoestruturas 1D e 2D de CeO, ,através de
métodos quimicos em solucdo foram publicados. Estes métodos quimicos, em solucéo,
incluem a sintese de microemulsdo hidrotermal deposicdo direta em solugdo aquosa,
crescimento orientado pela ajuda de sufactante e refluxo em solucéo alcodlica. Portanto, o uso
de métodos hidrotermais, promovido por micro-ondas, para obtencdo de nanoestruturas de
CeO,, constitui-se em uma boa estratégia de sintese para o estudo dos parametros que
influenciam na quimica de obtencdo do 6xido de cério (IV) nanoestruturado (WANG et al,
2011).

Apesar dos progressos comunicados para a sintese de nanotubos de 6xido de cério
(IV), o mecanismo responsavel pelo processo de crescimento permanece incerto. Por
exemplo, foi relatada a sintese de nanotubos de 6xido de cério (IV), policristalino, e proposto
um mecanismo de crescimento baseado na montagem de nanocristalitos de 6xido de cério
(IV) com crescimento preferencial longitudinal em uma diregdo. Acredita-se que o0
mecanismo nédo era baseado em um processo de nucleacdo e crescimento (ANWAR et al,
2011).

Mai et al, (2005) descreveu a sintese apenas de cristal de nanotubos de 6xido de cério
(IV). O crescimento das nano-formas foi atribuido a um mecanismo de nucleagdo e
crescimento, controlando principalmente a dissolugdo / recristalizagdo em condicOes
hidrotermais em um alto pH (pH > 10) e uma temperatura de cerca de 100°C.

Deus et al (2013) prepararam com sucesso nanoparticulas de 6xido de cério (I1V),
cristalino, por método hidrotermal de micro-onda, a partir do precursor de (NH;) 2Ce (NO3)
6, e PEG (surfactante). O agente alcalinizante NH,OH foi adicionado a solucdo até pH 10.
Um tratamento hidrotermal inicial foi feito, até 100°C, durante 8 minutos, para se obter p6 de
Ce0,. Onde a solucao resultante foi transferida para uma autoclave, selada, em uma célula de
Teflon, e colocada em um reator de micro-ondas hidrotermal (2,45 alimentagdo GHz maxima
de 800 W). O sistema reacional foi, termicamente, tratado a 100°C, por 8 minutos, com uma
taxa de aquecimento fixada em 10°C / min. A pressdo, na autoclave selada, foi estabilizada
em 1,2 atm. A autoclave foi, naturalmente, arrefecida até temperatura ambiente.
Nanoparticulas de 6xido de cério (IV) foram coletadas e lavadas, com acetona, por varias
vezes e, em seguida, secas, em estufa, a 80°C. Através da analise de microscopia eletronica de
varredura, foi observada uma estreita distribuicdo de particulas de oxido de cério (IV). Este
método pode ser utilizado para preparar pos de CeO, em curto espago de tempo e a baixas

temperaturas.
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A utilizacéo do dispositivo hidrotermal de micro-ondas para a sintese e processamento
das nanoestruturas de Oxido de cério ainda permite:

» - Um estudo exploratorio, da técnica e da rota de sintese, aplicado a obtencéao de

nanoestruturas de outros 0xidos metalicos;

» - Aobtencéo controlada de nanoestruturas ;

» - Entender se ha interferéncia do “template” (polietileno glicol) na formagdo ¢ na
morfologia das estruturas;

» - Investigar a influéncia das micro-ondas sobre a sintese e processamento dos
nanomateriais.

Essas vantagens fazem a tecnologia das micro-ondas muito atrativa em virtude de seus

potenciais econdmicos e tecnoldgicos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar, por rota hidrotermal de micro-ondas, a obten¢do de nanoestruturas de 6xido

de cério (IV) e sua aplicacao, biotecnoldgica, na odontologia.

3.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Avaliar a influéncia do tempo, do template (surfactante direcionador PEG 200) e dos
agentes alcalinizantes (NaOH e NH,OH) na sintese e na morfologia do 6xido de cério (1V).

Caracterizar as nanoestruturas obtidas por meio do referido método, utilizando
métodos fisicos tais comos: Difratometria de Raio-X (DRX), Microscopia Eletronica de
Varredura por emissdo de campo (FEG-SEM), Microscopia Eletrénica de Transmissdo
(MET), Espectroscopia de UV-visivel, Espectroscopia na regido do infravermelho,
Espectroscopia Raman, Analise térmica e Fisissorcao e nitrogénio (método BET));

Avaliar a atividade antimicrobiana do dioxido de cério nanoparticulado, tanto na sua
forma pura, quanto na sua mistura solida com éxido de zinco odontoldgico, material utilizado
em restauracoes provisorias.

Verificar o potencial bacteriostatico e bactericida, do 6xido de cério (IV) associado ao

oxido de zinco odontoldgico, frente a bactérias S. mutans em forma plancténica.
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4 METODOLOGIA

Neste capitulo, serdo descritos os seguintes procedimentos experimentais:

(@ A metodologia de obtencdo das nanoparticulas, de 6xido de cério (IV), e suas
respectivas caracterizagoes;

(b) A metodologia de avaliacdo da atividade bactericida e bacteriostatica, desses

oxidos, frente a S. mutans.
4.1 REAGENTES UTILIZADOS
Os reagentes utilizados para a sintese do 6xido de cério (V) estdo listados na Tabela

1, com suas respectivas caracteristicas.

Tabela 1 - Reagentes utilizados na sintese do CeO,

Sulfato de Cério Ce (S0O4),. 4H,0 NEON P.A.
Polietilenoglicol 200 HO(C,H,0)H Acros Organics P.A.
Hidréxido de Sddio Na(OH) Vetec P.A.
Hidréxido de Sddio NH;(OH) Vetec P.A.

4.2 METODOLOGIAS PARA A SINTESE E CARACTERIZACAO DO OXIDO DE
CERIO (1V).

4.2.1 Preparacgédo dos materiais

Foi dissolvido 0,5 mmol de sulfato de cério, tetra hidratado, em 100 mL de agua
destilada com a adicéo de agente alcalinizante até o pH desejado (valor de pH 14 para NaOH,
5mol.L™* ou pH igual a 11 para NH,OH, P.A.). A solucéo foi mantida sob agitacio por 15 min
até completa dissolucao do sal precursor. Em seguida foram adicionados 500 mg de PEG 200
e mantida sob agitacdo por mais 15 minutos. Esta mistura reacional foi transferida para a

autoclave de teflon, hermeticamente selada, e encaminhada ao Reator Hidrotermal de Micro-
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ondas modelo HMO 100 I9TEC ( Figura 14) para a realizacdo da sintese hidrotermal (2,45
GHz, com uma poténcia maxima de 1200 W). Cada sistema reacional utilizado foi tratado
termicamente a 150°C, utilizando, como intervalos de tempo, os valores 1, 5, 15, 30 e 60
minutos, com uma taxa de aquecimento fixada em 10°C / min.

Como resultado, observou-se um precipitado de particulas muito finas que foram
coletados e , ap6s decantagdo, lavados, por vérias vezes, com agua destilada, até pH neutro
constante, e, em seguida, foram submetidos a secagem, em estufa, a temperatura de 150°C por
uma hora. O material, apos secagem, foi encaminhado para as caracterizacdes. Esse método

de obtenc&o esta representado, a seguir, na figura 17.
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Figura 17 Representacdo esquematica da sintese das particulas de CeO, por HMO.
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4.2.2 Técnicas de Caracterizacéo

Os Oxidos produzidos foram caracterizados, no Laboratério de Combustiveis e
Materiais (LACOM), no Laboratotio de Solidificacdo Rapida (LSR) e no Centro de
Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE-PE), por difracdo de raios-X (DRX), analise
térmica (TG), espectroscopia de infravermelho (IR), espectroscopia Raman, espectroscopia
UV-visivel, e andlises morfologicas como fisissorcdo de nitrogénio (método BET),
microscopia de eletronica de varredura de alta resolucdo (MEV-AR), microscopia eletronica
de transmisséo (MET).

4.2.2.1 Anélise Térmica

Foram obtidas as curvas termogravimétricas, termogravimétricas dericadas e de
andlise térmica diferencial (TG e DTA) em um aparelho SDT 2960 Simultaneous DSC-TGA,
da TA Instruments. Foi utilizada uma atmosfera de ar sintético, uma vazdo de 100 mL.min™ e
uma taxa de aquecimento de 10 °C.min™ com a faixa de temperatura de até 1000°C, utilizando
um cadinho de alumina, com uma massa da ordem de 10 mg.

A partir desses resultados, podemos analisar 0 comportamento térmico do material
através das suas etapas de perda de massa, que normalmente podem esta associadas a
fendmenos como saida de agua , saida de alguns gases adsorvidos na superficie do material e

a eliminacdo da matéria organica (WANG et al 2011).

4.2.2.2 Difracdo de Raios X (DRX)

As amostras foram analisadas XRD-6000 /SHIMADZU. Todas as amostras solidas
foram caracterizadas por DRX. Para a analise todos os materiais foram previamente passados
por uma peneira de 200 mesh. Em seguida, compactados em um porta amostras, e colocados
no equipamento. O equipamento possui um goniémetro vertical. O tubo utilizado foi o de
cobre e o filtro de niquel foi utilizado para minimizar e/ou extinguir o efeito do Kf e Ka2. A
poténcia utilizada foi de 2 kVA, voltagem de 30 kV e corrente de 30mA. As fendas utilizadas
foram: de divergéncia 1°, de dispersdo 1° e a fenda de recepcdo de 0,3 mm. As varreduras
para todas as amostras foram feitas explorando o intervalo de 5-90°, com um passo de 0,02° e
velocidade de 2°min™ avaliando a amostra de forma geral com o propésito de identificar
possiveis fases secundarias. Os resultados da analise foram comparados e analisados com as

fichas cristalograficas JCPDS — Joint Committee of Powder Diffraction Standards.
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4.2.2.3 Parametros de rede

Os parametros de rede da célula unitaria cubica foram determinados a partir das
reflexdes dos planos (1 1 1), (2 00) e (3 1 1). As posi¢des 20 e os indices (h k I) foram os
dados de entrada para o programa Rede 93, desenvolvido na Unesp - Araraquara, baseado no

método dos minimos quadrados.

4.2.2.4 Desordem a longo alcance e Cristalinidade Relativa

As dimensbes medias dos cristalitos foram calculadas, utilizando como
referéncia o pico de maior intensidade, referente ao plano de difracdo (111), utilizando o

padrdo externo de quartzo e a equacéo de Scherrer (Equacéo 30).

TC=0,91/BcosOEQ.(29)
e
B2= B2 — b2 Eq.(30)

Onde:
TC = tamanho médio do cristalito;

A= comprimento de onda da radiacdo eletromagnética, CuK ;

0= angulo de difragao;

= largura a meia altura (FWHM) do pico de difragdo, em que se considera a
Equacéo 2;

B = largura da meia altura (FWHM) dos picos da amostra;

b = largura da meia altura dos picos de um padrdo. A largura a meia altura dos

picos foi determinada usando o programa computacional PeakFit.

A cristalinidade relativa é a relacdo entre o material amorfo e o material cristalino para
um mesmo sistema e foi calculada a partir da relacdo entre as intensidades dos picos de
difracdo. A evolugéo da cristalinidade relativa do 0xido de cério (IV) foi obtida considerando
100 % cristalina, a amostra com maior intensidade do pico (1 1 1) - lip0, € 0 % cristalina, a

amostra com menor intensidade de pico (ly):
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L'l{{”--'u]=]] : *100  Eqg.(31)

4.2.2.5 Espectroscopia de absorc¢éo na regido do Infravermelho (1V)

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho foram obtidos em um
espectrofotobmetro IRPRESTIGE-21 / SHIMADZU. As amostras, avaliadas por essa
caracterizacdo, foram prensadas com KBr, utilizando, aproximadamente, 1 mg de amostra
dispersa em 50 mg de KBr, em forma de pastilha, sendo a regido de anélise compreendida
entre 3500 a 400 cm™.

Essa técnica, nos fornece as unidades estruturais dos compostos, com base nas
frequéncias vibracionais das moléculas, e verifica quais possiveis espécies quimicas estdo

presentes.

4.2.2.6 Espectroscopia Raman

A analise por espectroscopia Raman foi realizada num espectrofotémetro JOBIN-
YVON U1000, com monocromador duplo, fotomultiplicadora de GaAs resfriada, um sistema
de contagem de fotons e laser de argonio. Foi utilizado um comprimento de onda 488 nm para

excitacdo. Todas as medidas fordo realizadas a temperatura ambiente.

4.2.2.7 Espectroscopia de absor¢ao na regidao do UV-Visivel

As anélises de espectroscopia UV-vis foram realizadas em um espectrofotdmetro UV-
visivel de marca SHIMADZU, com acessério para reflectancia, modelo UV-2550, com
comprimento de onda na regido entre 190-900 nm.

De acordo com os dados do espectro de absorcdo, o band gap (Eg) ético das particulas
de CeO, pode ser estimado usando a equagéo:

ahv = C(hv —EQ)1/2 EQ.(32)

onde o € o coeficiente de absorcdo, /v é a energia do foton, Eg € a energia do band gap
para transicOes diretas (transicdo entre banda de conducéo e a banda de valéncia com emisséo
de foton) e C é uma constante. Assim, tragando o grafico (a4v)2 versus E, € possivel obter Eg
como o valor de E correspondente ao valor de (ahv)2 = 0, por extrapolagéo da regido linear
(HO et al 2005; Wang et al 2007).
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4.2.2.8 Microscopia eletronica de varredura de alta resolucdo (MEV-AR)

As amostras de 0xido de cério (IV) foram analisadas em um equipamento Quanta 200
FEG, no Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE-PE).

A microscopia eletronica de varredura € utilizada em vérias areas do conhecimento,
incluindo a caracterizacdo de 6xidos. O uso desta técnica vem se tornando mais frequente por
fornecer informacdes de detalhe, com aumentos de atée 300.000 vezes. A imagem eletrdnica
de varredura é formada pela incidéncia de um feixe de elétrons no mineral, sob condi¢des de
vacuo. A incidéncia do feixe de elétrons no mineral promove a emissdo de elétrons
secundarios, retroespalhados e absorvidos, assim como de raios X caracteristicos e de
catodoluminescéncia.

Foi feita uma suspensdo bastante diluida da amostra em acetona, em seguida,
adicionou-se uma gota da suspensdo no substrato de vidro, que apds secagem foi recoberto

com filme de carbono.

A microscopia eletrnica de varredura € uma técnica que permite obter informacgoes
acerca da morfologia e tamanho dos grdos das amostras analisadas. Esta € uma técnica que
fornece informacdes da textura, topografia e de superficie de pds ou de filmes (KEYSON et
al, 2008).

4.2.2.9 Microscopia eletronica de transmissdo (MET)

As amostras de Oxido de cério (IV) (micrografias e EDS) foram analisadas em um
Microscopio eletrdnico de transmissdo FEI de 200kV, modelo Tecnai20, emissor LAB6 ou
W, modulo EDAX, tomografia Xplore3D, suporte de aquecimento controlado , no Centro de
Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE).

Um feixe de elétrons atravessa a amostra sofrendo diversos tipos de espalhamento que
dependem das caracteristicas do material. Imagens de campo claro sdo formadas por elétrons
gue sofrem pouco desvio, enquanto as de campo escuro sdo formadas por elétrons difratados
pelos planos cristalinos do material. Interacbes do feixe com o material geram raios-X
caracteristicos que fornecem informacdes sobre os elementos quimicos presentes na amostra.

Foi feita uma suspensdo bastante diluida da amostra em acetona, em seguida,

adicionou-se uma gota da suspensdo nos respectivos grids (porta amostras).
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A microscopia eletrénica de transmissdo permite obter informacOes acerca da
morfologia, tamanho dos grdos, orientacdo dos planos contidos na amostra, distancia

interplanares, entre outras.

4.2.2.10 Fisissorcao de nitrogénio (método BET)

As amostras solidas foram analisadas em um BELSORPII / BEL no Centro de
Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE). Inicialmente as amostras foram tratadas ha
523 K por 2 horas em um Belprepll / BEL com fluxo de N»(g). No equipamento a sorcéo foi

realizada com N»(g) e com padrdo de He, em um dewar contendo N..

4.3 APLICACAO BIOTECNOLOGICA

As propriedades biotecnoldgicas e microbioldgicas, dos 6xidos produzidos, foram
avaliadas, no Laboratorio de Biologia e Saude Bucal, por analises de concentracao inibitdria

minima, absorbancia, fluorescéncia, prova de resazurina, difusdo em pocos.
4.3.1 Preparacdo da suspensao bacteriana

As cepas bacterianas de Streptococcus mutans foram semeadas em meio BHI-caldo
(Brain and Heart Infusion) com 10% sacarose, por 24h a 37°C, em estufa microbiolégica. A
massa bacteriana foi devidamente tratada para os testes de concentracdo inibitéria minima
(CIM). Para tanto, as cepas foram distribuidas em dois tubos, tipo Falcon, com volumes iguais
de 3 ml e centrifugadas a, aproximadamente, 6000 rpm por 10-15 minutos. Em seguida, foi
removido o sobrenadante (residuos do meio nutritivo mais exolipopolisacarideos oriundos do
metabolismo celular) e a massa bacteriana residual foi ressuspensa em 5mL de NaCl a 0,85%
(0,99/100 mL), e encubadas em estufa bacteriolégica a 35°C por 1 hora, com agitacdes em
vortéx a cada 10 minutos. Encerrado esse periodo, as bactérias foram novamente
centrifugadas, sob as mesmas condi¢fes de centrifugacdo inicial, com remocdo do
sobrenadante e ressuspensao, dessa vez em 2,4mL, em solucéo salina. Obtida essa suspenséo
bacteriana, foi feita analise do valor, da escala de McFarland, que deve se aproximar de 0,135
unidades arbitrarias de absorbancia (usando espectrofotometria), equivalente a 1,5.10°
Unidade Formadora de Colénia (UFC).
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4.3.2 Concentracao Inibitoria Minima (CIM) para cimento de 6xido de zinco

odontologico e eugenol modificado por 6xido de cério (1V).

A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada, tendo como base 0 método
de diluicdo em meio liquido, preconizado por Andrews (2001), modificado por Abinader
(2005), segundo as normas do NCCLS (2002), e aplicado por Vasconcelos et al (2008).

Para a realizacdo do ensaio foram utilizados 0s grupos experimentais representados a

seguir (Tabela 2):

Tabela 2 - Identificacdo dos grupos experimentais

Grupos Atribuicdes

Grupo 1-G1 CeO; 10% + ZnO odontoldgico + S. mutans em BHI-caldo

Grupo 2 - G2 CeO; 20% + ZnO odontoldgico + S. mutans em BHI-caldo

Grupo 3-G3 Ce0, 30% + ZnO odontoldgico + S. mutans em BHI-caldo

Grupo 4 - G4 Ce0, 40% + ZnO odontoldgico + S. mutans em BHI-caldo

Grupo 5 - G5 Oxido de zinco odontoldgico (ZnO) + S. mutans em BHI-caldo

Grupo 6 — G6 Eugenol diluido em Twen 3% (na propor¢éo 1:1 com controle positivo)
Grupo 7 - G7 Controle — (controle negativo: apenas o BHI)

Grupo 8 - G8 Controle + (controle positivo: BHI + inoculo bactériano)

Os contetdos dos grupos experimentais de G1 a G5 foram transferidos para conjuntos
de tubos, seguindo as dilui¢bes 1:1, 1:2, 1:4, 1:8,1:16,1:32, de forma que cada tubo contivesse
(Figura 18 ) a respectiva diluicdo, o inoéculo (0,05 mL) e o BHI caldo (necessario para
completar 10 mL) (Tabela 2). Para o grupo 6, foram utilizados varias diluicdes de Eugenol,
diluido em Tween 80 % , nas propor¢oes 1:1, 1:2, 1:4, 1:8,1:16,1:32, onde a primeira diluicdo
representou o controle positivo das amostras e todos os tubos foram agitados em vortex
(agitador de tubos MA-162, Brasil) (Figura 19) e incubados em estufa bacterioldgica por 24
horas a 37°C em microaerofilia (Figura 20). Os grupos G7 e G8, que representam os controles

positivos (+) e negativos (-), ndo sofreram diluigdes.
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Decorrido esse tempo, foi retirado 100 pL de cada tubo e colocado em placa de Elisa
que conduzida a um leitor de microplaca de 96 pocos (BMG Fluostar Optima, BMG Labtech)

para medida da absorbancia (Figura 21).

=igura 18 - Tubos contendo grupos experimentais e suas dilui¢Ges.

Figura 19 - Tubos agitados em vortex.



L

Figura 20 - Tubos em jarra de microaerofilia.

Figura 21 - Placa de Elisa posicionada em leitor.
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Paralelamente, foi realizado o teste colorimétrico com resazurina (indicador redox).
Este € um indicativo da presenca de bactérias vivas ou mortas no liquido dos tubos. Um
volume de 100 pL de cada tubo foi dispensado em diversos pogos da placa de microdiluicédo
(ou ELISA - Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) (Figura 22) e acrescentado 35 pL de

resazurina (Figura 23) para determinar a presenca de bactérias vivas e mortas.

Figura 23 - Dispensacao da resazurina na placa de Elisa.

A mudanca de cor, nos orificios (de azul para rosa), é interpretada como indicativo da
presenca de microrganismo sensivel ao material testado (Equacao 33). Os experimentos foram
realizados em triplicata (Figura 24). Para confirmacdo de morte bacteriana (CBM), foi
retirado 100 pL do poco controle onde se estimou a CIM e plaqueado em BHI - Agar para

confirmar a presenca de bactérias viaveis.
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Figura 24 - Pogos da Placa de Elisa contendo solucdo dos tubos (BHI, in6culo e material) e

resazurina.

4.3.3 Fluorescéncia

A técnica da fluorescéncia permite determinar a presenca de bactérias vivas e mortas,
de modo a fornecer mais um parametro para a confirmacdo da atividade antimicrobiana dos
grupos testados (FILOCHE et al, 2009).

A técnica funciona por meio da exposicdo das amostras, testadas em meio
liquido, a uma combinacéo de dois corantes (SYTO 9 e lodeto de propidio) que permitem
identificar células com membrana celular danificada. Os corantes diferem tanto em suas
caracteristicas espectrais, quanto em sua capacidade para penetrar as células, bacterianas,
saudaveis.

Quando usado, isoladamente , 0 SYTO 9 (verde) cora, geralmente, todas as bactérias
numa populacdo tanto aquelas com membranas intactas, quanto aquelas com membranas
danificadas. No entanto, o iodeto de propidio (vermelho) penetra apenas bactérias com

membranas danificadas, causando uma reducéo na fluorescéncia do corante SYTO9 quando
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os dois corantes estdo presentes na amostra. A excitagdo/emissdo maximas para estes corantes
sdo cerca de 480/500 nm para SYTO9 e 490/635 nm para o iodeto de propidio.

A cepa de S.mutans UA159 foi inoculada em meio BHI-caldo, usando-se 600 pL de
massa bacteriana (estoque conservado em glicerol sob refrigeracdo) em 7 mL de BHI-caldo
para cada um dos dois tubos tipo Falcon por 24 horas a 37°C em anaerobiose. Esse novo
cultivo foi realizado no segundo dia de experimento (dia da montagem da macro ou
microdiluicdo), para garantir que no dia seguinte (terceiro dia do experimento), o volume
suficiente de bactérias para padronizacdo na escala de MacFarland, servisse de comparativo,
verificando se o 6xido de cério (IV) utilizado, de fato reduziu a populagdo bacteriana.

Apos o periodo de 24h de crescimento, a massa bacteriana ou indculo foi centrifugada
a 6000 RPM por 10 a 15 minutos, o sobrenadante descartado e essa massa foi ressuspensa em
240 pL de solucéo salina a 0,85%.

Em um dos tubos foi adicionado 4,8 mL de solugéo salina a 0,85% (para manter as
bactérias vivas) e em outro 4,8 mL de alcool isopropilico a 70% (para promover a morte
bacteriana). O in6culo foi entdo incubado por 1 hora em estufa bacterioldgica a 35°C, com
agitacbes em vortex a cada 15 minutos, e ao término desse periodo, foi novamente
centrifugado a 6000 RPM por 10 a 15 minutos.

Novamente o sobrenadante foi descartado para ressuspencdo da massa bacteriana,
agora em 2,4 mL de solucéo salina a 0,85%. A concentracdo bacteriana foi padronizada de
acordo com a escala de MacFarland, usando-se placas de microdilui¢do tipo TPP 96 pocos de
fundo chato. Para determinar a concentracdo bacteriana, a leitura de absorbancia deve
apresentar valor da ordem de 0,135 unidades arbitrarias (0 que corresponde a 10® UFC/mL).

Apos determinar e padronizar a concentracdo da massa bacteriana foi preparado uma
curva de calibracdo usada como referéncia para as leituras dos pocos analisados, fazendo-se
uma combinacdo entre bactérias vivas e mortas, em volumes diferentes. Tomando-se a
bactéria viva como referéncia, a curva foi montada de modo a possuir as seguintes
concentragfes: 0%, 20%, 50%, 80% e 100% de bactérias vivas. Para volumes
complementares para garantir o volume final de 100 pL foi usada a preparagdo com bactérias
mortas (100%, 80%, 50%, 20% e 0%). A mistura foi entdo feita em tubos Eppendorf para
facilitar o manuseio do material, e em seguida homogeneizada em vortex.

A mistura foi transferida para uma placa preta apropriada para fluorescéncia tipo
Greiner 96 pocos, pipetando-se 30 pL de cada um dos tubos Eppendorf em um poco
especifico. De cada amostra de leitura também foi retirada um volume de 30 pL para leitura.

Para cada poco de leitura, seja da curva de calibracdo ou dos pogos contendo o material a ser



80

analisado, foram acrescentados 30 pL do reagente constituido pela mistura de SYTO® 9 +
lodeto de Propidio, na proporgdo de 1:1 do Kit para Viabilidade Bacteriana LIVE/DEAD®
BacLightTM da Invitrogen.

Cada componente do kit foi diluido em tubos tipo falcon contendo 2,5 mL de &gua
deionizada estéril (ultra-pura). Em seguida, os dois componentes foram misturados na
proporcao de 1:1 antes de serem usados, sempre protegidos da luz por papel aluminio.

Ap0s cada poco (contendo a substancia a ser analisada) ter sido exposta a mistura de
reagentes na proporcdo de 1:1, cobriu-se a placa com aluminio para evitar a0 maximo
qualquer exposic¢do a luz por 10 minutos antes de ser feita a leitura de fluorescéncia. A leitura
foi executada no aparelho modelo FLUO star Optima marca BMG LABTECH.

4.3.4 Técnica de difusdo em pocos

Utilizou-se BHI-caldo suplementado com 10% de sacarose para cultivo da bactéria S.
mutans, e repetida a padronizacdo da escala de MacFarland. Foram distribuidos 15 ml do
meio solido BHI-Agar por placa de Petri de tamanho médio, onde foi inoculado 1 mL da
massa bacteriana devidamente padronizada em solugéo salina, para a escala de McFarlad.

A placa foi manipulada de modo a proporcionar a homogeneizagdo e contato do
indculo sobre a superficie do Agar em toda a placa. Em seguida, a placa foi inclinada sobre
um papel filtro estéril, para que o excesso do indculo fosse escorrido, deixando a placa aberta
por alguns minutos para secagem (evitando difusdo do in6culo sob o Agar). Perfurou-se o
meio com a base de uma ponteira estéril, formando um poco de 0,94 cm de didmetro para
receptacdo do material odontolégico manipulado com eugenol conforme recomendacdo do
fabricante e distribuidos grupos como mostrado,na Tabela 3, a seguir:

Tabela 3 - Identificacdo dos grupos experimentais (Difusdo em pocos)

Grupos Atribuicdes

Grupo 1A — G 1A | CeO, Comercial + ZnO odontolégico + S. mutans em BHI-caldo

Grupo 2A — G 2A | CeO, nanométrico10% em ZnO odontoldgico + S. mutans em BHI-caldo
Grupo 3A — G 3A | Eugenol + ZnO odontoldgico + S. mutans em BHI-caldo

Grupo 4A — G 4A | CeO, Nanometrico em ZnO odontoldgico +Eugenol + S. mutans em
BHI-caldo

Grupo 5A— G 5A | CeO, Comercial + Eugenol + ZnO odontologico + S. mutans em BHI-
caldo

Grupo 6A— G 6A | Oleo mineral + ZnO odontoldgico + S. mutans em BHI-caldo
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Teve-se o cuidado de padronizar a quantidade de eugenol colocado, sendo de 60 pL
para todos os materiais acrescentados nos pocos. Uma placa teve o Agar perfurado para o
controle com eugenol e outro com 6Oxido de zinco e eugenol convencional. Uma placa foi
deixada sem perfuracdo para controle de esterilidade do experimento como um todo.
As placas fechadas foram levadas para estufa microbiologica em jarra de microaerofilia

(oxigénio do ar reduzido) por 24 horas (Figura 25).

Figura 25 - Oxido de zinco e eugenol modificado por cério na placa de Petri com meio BHI
Agar.

Ap0s esse periodo, as placas foram fotografadas para registro de eventual formacédo de

halo de restricdo ou inibicdo, que caso presente, deveria ter seu didmetro medido com

paquimetro (Figura 26).

Figura 26 - Afericdo do halo de inibicdo com paquimetro.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ESTUDO DA EVOLUCAO DAS FASES

Os difratogramas de raios-X, dos pds de CeO,, nas suas diferentes condi¢bes de
sinteses (com ou sem PEG 200, na presenca de NaOH ou NH4OH, tratados a 150 °C nos
tempos de 1, 5, 10, 15, 30 e 60 minutos), sdo apresentados nas Figuras 27, 28, 29 e 30. Pode-
se observar picos referentes a estrutura cubica de face centrada, fluorita, em todas as amostras,
orientados pelos planos (11 1),(200),(220),(311),(222)e (40 0), comprovando o
sucesso do meétodo proposto. As fases encontradas foram indexadas, apOs analises e
correlagdes, a partir da ficha JCPDS 25- 1164 (Joint Committee on Powder Diffraction
Standards) para a estrutura, fluorita, do CeO,.

Com a variacdo do tempo de exposicdo das micro-ondas nos sistemas, observou-se
qgue o material amorfo tende a uma leve organizacdo. Tal comportamento foi observado em
todos os difratogramas, promovendo uma sutil relacdo entre a cristalinidade e a varia¢do do
tempo de sintese das amostras.

Os picos de difracdo apresentaram-se mais alargados, em comparacdo a amostra
comercial, indicando uma diminui¢do no tamanho dos cristalitos (Figura 33), porém, nédo se
observa variacdes significativas, quanto a intensidade dos picos, para as Figuras 27, 28, 29 e
30.
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Figura 27 - Difratogramas de raios-X do sistema CeO; na seguinte rota de sintese: CeO,-

NaOH-150°C.
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5.1.1 Parametros de rede

A partir dos dados obtidos dos difratogramas, foi possivel avaliar os parametros de
rede para a estrutura do dioxido de cerio em funcdo da variacdo do tempo de exposicao as
micro-ondas (Tabela 4 e Figura 31).

Os dados teoricos, para cada célculo, foram obtidos através da ficha JCPDS 25- 1164,
informados anteriormente, onde o parametros teoricos foram calculados através da média
ponderada entre os valores das fichas referentes ao CeO..

Karel Ma“Sek, et.al. (2012); Chen, et al(2010) investigaram os resultados de uma série
de rotas alternativas para a producdo de nanocristais de 6xido de cério (IV) com diferentes
naturezas quimicas e observaram pouca evidéncia em um modelo consistente para explicar
mudancas de parametros de rede a partir dos tamanhos dos nanocristais obtidos.

Para todos os sistemas estudados (Figura 31), foram obtidos valores médios
experimentais de pardmetros de rede em torno de 5,40 A (muito proximos do valor teérico,
5,41 A ), correspondendo a um volume médio de 157,5 A® para a célula unitaria (Tabela 4).
Uma sutil organizacdo, em funcdo do tempo de exposicdo as micro-ondas, foi observada,
porém, outras variagcbes promovidas no processo de sintese do 6xido de cério (IV) (agente
alcalinizante e template), ndo forneceram alteracGes significativas quanto aos resultados de

parametros de rede.

Tabela 4 Volumes das células unitéarias para o CeO, (A%).

Amostras/V.C.U.

Tempo (minuto) . > 15 30 60
Ce0,-NaOH-150°C 157,2 157,8 158,1 158,8 158,6
Ce0,-NaOH-PEG-150°C 156,6 158,6 160,7 158,6 155,6
CeO,-NH,0OH-150°C 160,9 160,9 158,1 158,6 160,1
CeO,-NH,;OH-PEG-150°C 159,2 158,5 160,9 160,9 159,1
CeO;, Teorico 158,4

V.C.U. — VVolume da célula unitaria.
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Figura 31 - Parametros de rede para a fluorita de CeO..

Comparando os resultados experimentais com os valores tedricos de parametros de
rede, observou-se pequenas varia¢des, em funcdo do tempo de exposi¢do das micro-ondas,
comentadas abaixo para os seguintes sistemas:

v' CeO; NaOH 150°C: observou-se uma maior aproximacdo com os valores
tedricos, mas a evolugdo com tempo nédo definiu uma maior organizacdo do sistema.

v' CeO; NaOH PEG 150°C: observou-se uma menor aproximacdo do
comportamento teérico de parametros de rede, porém, com a evolucdo do tempo, foi
percebida uma maior organizacdo do sistema, dentre todas as amostras, gerando menores
distorces no material .

v CeO, NH,OH PEG 150°C: observou-se uma menor coeréncia com os valores
tedricos (entre todas as amostras) e, com a evolucdo do tempo, os valores tedricos e
experimentais se aproximaram, promovendo uma maior organizagdo do sistema.

v CeO; NH4OH 150°C: Nos tempos iniciais de 5 e 15 minutos, foram observados
uma maior tendéncia de desorganizacdo do sistema, provocando tensdo na rede e promovendo
alteracdo nos parametros de rede. Porém, com a evolugdo do tempo de exposi¢do as micro-

ondas, o sistema voltou a se organizar.
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5.1.2 Desordem a longo alcance (FWHM)

Todas as fluoritas sintetizadas apresentaram comportamentos semelhantes, tendéncia
de ordem com a evolugdo do tempo de sintese, quanto a organizacdo a longo alcance,

referentes ao plano (111) (pico 100%). Os resultados sdo apresentados na Figura 32.
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Figura 32 - FWHM para as fluoritas com sistema CeO; nas seguintes rotas de sintese: CeO,-
NaOH-150 °C; CeO,-NaOH-PEG-150°C; CeO,-NH,;0H-150°C e CeO,-NH,OH-
PEG-150°C.

Observa-se que o sistema CeO, NH4OH PEG 150°C, entre todos o0s sistemas
estudados, apresentou uma diminuicdo consideravel de FWHM, indicando uma maior
organizacao e maior eliminacgdo de defeitos. Entre as trés primeiras rotas de sintese, expostas
no gréafico da Figura 32, os valores de FWHM foram proximos, poréem, houve um aumento na
ordem a longo alcance, com a evolucdo do tempo de exposi¢cdo as micro-ondas. Tal
comportamento corroborou com os resultados de parametros de rede e anélise témica (Figuras

31 e 34, respectivamente).
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Comparando os resultados experimentais de desordem a longo alcance (FWHM),
dentre as rotas de sinteses apresentadas, com seus diferentes tempos de exposi¢do as micro-

ondas, observou-se as seguintes variagdes de FWHM:

v' Ce0,-NaOH-150°C: Observou-se organizacdo do sistema em virtude da
evolucdo do tempo de exposi¢do as micro-ondas.

v' Ce0,-NaOH-PEG-150°C: Comportamento préximo ao observado para o sistema
anterior que, com a evolucdo do tempo de exposicdo as micro-ondas, apresentou maior
organizacao.

v’ Ce0,-NH,OH-PEG-150°C: Observou-se a maior coeréncia de ordem a longo
alcance, em comparacdo com as outras rotas de sintese, onde o resultado com tempo de
exposicdo de 15 minutos, apresentou a maior organizacdo a longo alcance, dentre todas as
amostras analisadas.

v’ Ce0,-NH;0OH-150°C: Na amostra, com tempo de exposicdo de 30 minutos,
ocorreu a maior desorganizacao, dentre todas, onde tal tensdo na rede, promoveu alteracéo de
largura a meia altura(FWHM). Com a evolucdo do tempo de exposi¢do as micro-ondas, o

sistema voltou a se organizar.
5.1.3 Tamanho de Cristalito

Com o aumento do tempo de exposicdo as micro-ondas, observou-se que, para todos
os sistemas, utilizados, para obtencdo do 6xido de cério (IV), ocorreu uma diminuicdo no
tamanho dos cristalitos (Figura 33) e para as amostras de CeO, utilizando NaOH, os menores
cristalitos, dentre todas as amostras, foram observados.

Comparando os resultados experimentais de tamanhos de cristalitos, para os sistemas
aqui apresentados, com seus diferentes tempos de exposicdo as micro-ondas, observou-se as
seguintes variacoes:

v Ce0,-NH;0H-150°C: observou-se os maiores tamanhos de cristalito, entre todos
0s sistemas obtidos. Esses valores diminuem em virtude da evolugdo do tempo de exposi¢édo
das micro-ondas.

v Ce0,-NH;OH-PEG-150°C: Na amostra, com tempo de exposicdo de 30 minutos,

observou-se o maior valor de tamanho de cristalito entre todos 0s sistemas estudados.
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v’ Ce0,-NaOH-150°C e CeO,-NaOH-PEG-150°C: Estes dois sistemas
apresentaram comportamentos semelhantes ao sistema CeO,-NH;OH-150°C, com pequenas

variacdes nos tamanhos dos cristalitos.
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Figura 33 - Tamanho de cristalito para os sistema de CeO; nas seguintes rotas de sintese:
Ce0,-NaOH-150°C; CeO,-NaOH-PEG-150°C; CeO,-NH,0OH-150°C e CeO,-
NH;OH-PEG-150°C.

5.2 AREA DE SUPERFICIE - O MODELO DE BET

As areas de superficie especifica das amostras com suas diferentes rotas de sinteses e
tempos de exposicdo as micro-ondas, sdo mostradas na Tabela 5, e, adotando para as amostras
de déxido de cério (IV), a densidade de 7,2 g/cm3 (ZHANG et al 2003) e a férmula citada no
item 3.1.9, foram calculados todos os valores de diametros de particulas. Os valores de areas
superficiais (Tabela 5) foram comparados com os resultados de didmetros de particulas
(Tabela 6) para todos os sistemas estudados, onde se observou as seguintes variagdes:

v Ce0,-NaOH-150°C: Observou-se as maiores areas superficiais e

consequentemente, 0s menores diametros de particulas, dentre todos os sistemas estudados.
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Uma diminuicdo dos tamanhos das particulas foi identificada com a evolugdo do tempo de
exposi¢do as micro-ondas.

v' Ce0,-NaOH-PEG-150°C: Foi observado comportamento semelhante ao sistema
anterior com a evolucdo do tempo de exposi¢do as micro-ondas, porém com areas superficiais
e didmetros de particulas menores.

v' Ce0,-NH4OH-PEG-150°C: Observou-se um comportamento contrario em
comparagdo com as amostras que utilizaram NaOH , ocorrendo um aumento nas dimensdes
das particulas com a evolucdo do tempo de exposic¢éo as micro-ondas.

v' Ce0,-NH;0OH-150°C: observou-se uma maior regularidade quanto as dimensdes
de particulas e resultados de areas superficiais, com a evolugdo do tempo de exposicdo das
micro-ondas, entre todos os sistemas estudados.

Diametros de particulas de 6xido de cério (IV),em todos os sistemas estudados, sdo da
ordem de 3 a 7 nm e foi observado entre 5 e 8 células unitarias para a formacdo de um
cristalito, estando coerente as observacGes dos tamanhos de particulas e esses resultados
foram corroborados com as analises de BET. Comparando os tamanhos de particulas com os
tamanhos de cristalito obtidos, a partir dos difratogramas para os sistemas contendo NaOH
(Figura 27 e 28), podemos estimar que a grande maioria das particulas sdo compostas de um
cristalito. Esse comportamento ndo se observou-se em apenas duas amostras (Na presenca de
NaOH no tempo 1 minuto e NH4,OH no tempo de 15 minutos, ambos com PEG 200 e tratados
a 150°C) que apresentaram-se mais fragmentadas (= 2 cristalitos).

Os sistemas contendo NaOH, apresentaram maiores valores de area superficial e uma
diminuicdo de didmetro de particula de até 44,02% em comparacdo com as amostras contendo
NH;OH .

A possibilidade de obtencdo de materiais com dimensdo nanomeétrica, por meio do
método de sintese hidrotermal de micro-ondas, envolvendo baixo consumo de energia (baixas
temperaturas) e pequenos intervalos de tempo de sintese, torna-o muito atrativo e promissor.
Isto é ratificado ao analisar o material de CeO; obtido, neste trabalho, a partir de 1 minuto de
sintese a 150°C , com &reas superficiais que variaram entre 117 a 295 m%.g™ (Tabela 5) e com
tamanho de particula da ordem de 5nm. Esses resultados foram muito superiores aos relatados
na literatura (OLIVEIRA et al. 2011), que obtiveram areas superficiais em torno de 112 m#/g
e tamanho de particulas com aproximadamente 10 nm, para 0 mesmo material, envolvendo o

referido método a 150°C por 60 minutos.
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Tabela 5 - Valores de area de superficie, em metro quadrado por grama ( m?.g™), para as

fluoritas de CeO, (m2/g) nas seguintes rotas de sintese: CeO,-NaOH-150°C;
Ce0,-NaOH-PEG-150°C; Ce0O,-NH40H-150°C e CeO,-NH,OH-PEG-150°C.

Amostras/Tempo 1min 5min 15min  30min 60min
Ce0,-NaOH-150°C 187 295 255 231 282
CeO,-NaOH-PEG-150°C 120 207 174 211 213
Ce0O,-NH,;0OH-150°C 193 171 187 170 180
CeO,-NH,OH-PEG-150°C 170 159 117 176 165

Tabela 6 - Valores de tamanhos de particulas do sistema CeO,, em nanémetros (nm), nas
seguintes rotas de sintese: CeO,-NaOH-150°C; CeO,-NaOH-PEG-150°C; CeO,-
NH;OH-150°C e CeO,-NH,OH-PEG-150°C.

Amostras/Tempo 1min 5min 15min 30min  60min
Ce0,-NaOH-150°C 4,4 3,0 3,2 3,6 2,9
Ce0O,-NaOH-PEG-150°C 7,0 4,0 4,7 4,0 39
Ce0O,-NH,;0OH-150°C 4,3 4,8 4.4 4,9 4,6
CeO,-NH,OH-PEG-150°C 5,0 5,2 7,0 4,7 5,0
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5.3 ANALISE DE TERMOGRAVIMETRIA

As curvas sobrepostas TG do oxido de cério (IV) obtidos nos intervalos de 1minuto e

60 minutos, na presenca ou ndo de polietilenoglicol 200, sdo mostradas, na Figura 34 e na

Tabela 7.

oo

o, Ce(2-NaOH-PEG-150°C - Imin. =»

0.og

0uag

Figura 34 — Curvas de termogravimetria (TG), termogravimetria derivada (DTG) e de analise
térmica diferencial (DTA) do sistema CeO; nas seguintes rotas de sintese: CeO,-
NaOH-150°C; CeO,-NaOH-PEG-150°C.

oTA




93

Tabela 7 - Dados das curvas de analise térmica do sistema CeO, nas seguintes rotas de
sintese: CeO,-NaOH-150°C; CeO,-NaOH-PEG-150°C.

TG — Néo isotérmica DTA
Amostras a_Tb c
Etapas | OCTf/ nge‘ Ag;‘) / Transicdo T/°C
Sem 1° 33-181 85 10,4 Endo 58
CeO, PEG 2" 181-1000 459 44 Exo 617
150 °C/ Residuo - - 85,2 - -
1 min
Com 1° 29 - 183 80 7,8 Endo 53
PEG 2" 183 - 999 348 3,1 Exo 617
Residuo 88,9 - -
CeO; Sem 1 29 -178 97 10,5 Endo 58
150 °C/ PEG 2" 178-999 388 6,3 Ex0 615
60 min Residuo - - 82,1 - -
1° 33-181 92 11,8 Endo 55
Com nd
PEG 2 181 - 997 474 57 Exo 620
Residuo - - 82,4 - -

As curvas TG, DTG e DTA de CeO,, com e sem a adi¢cdo de PEG 200, sintetizados nos
tempos de 1 e 60 minutos (Figura 34 e Tabela 7), apresentaram duas etapas de perda de
massa. A primeira etapa variou de 29 a 183 °C, sendo atribuida a saida de agua e de alguns
gases adsorvidos na superficie do material, com um pico endotérmico na curva de DTA,
oscilando entre 53 e 58 °C. A segunda etapa, que ocorre no intervalo aproximado de 178 a
1000 °C, esta associada a um pico exotérmico na curva de DTA, que variou de 615 a 620 °C,
sendo atribuido a agua coordenada ao cation metalico e a quebras, por reacdo de oxidacdo, de

cadeias organicas (FU et al, 2005).
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5.4 ESPECTROSCOPIA DE ABSORBANCIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

Tarte et al,(1990), na sua interpretacao, afirmaram que os espectros vibracionais de um
solido devem ser considerados pelas propriedades de simetria das bandas vibracionais ou
deve-se tentar relacionar as freqliéncias das vibragdes a atomos determinados ou a grupos de
atomos.

Espectros, na regido do infravermelho, do 6xido de cério (IV), tratadas a 150 °C por
método hidrotermal de micro-ondas, sdo apresentadas nas Figuras 35, 36, 37 e 38. As
amostras obtidas, apresentaram bandas na regido em torno de 1629 e 1100 cm™, atribuidas &
vibracdo de deformacdo H-O-H e a presenca de grupos hidroxilas. De acordo com a literatura
(NAKAMOTO, 1997) é possivel distinguir entre a agua e a hidroxila devido a bandas de
vibracdo de deformacdo na regido por volta de 1600 cm™, para a 4gua, enquanto o complexo
hidroxila-metal M-OH exibe um modo vibracional em torno de 1100 cm™. Isto é uma
evidéncia de uma grande quantidade de moléculas de dgua adsorvidas nas superficies dos pos
(PREDOANA et al, 2007).
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Figura 35 - Espectros de absorcéo na regido do infravermelho do 6xido de cério (1V): CeO,-
NaOH-150°C.
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Figura 36 - Espectros de absorcdo na regido do infravermelho do éxido de cério (IV) para o
sistema:CeO,-NaOH-PEG-150°C.
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Figura 37 - Espectros de absor¢éo na regido do infravermelho do 6xido de cério (IV) para o
sistema:Ce0O,-NH,0OH-150°C.
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Figura 38 - Espectros de absorcdo na regido do infravermelho do éxido de cério (IV) para o
sistema: CeO,-NH;OH-PEG-150°C.

Estudos mostram que bandas em torno 2350, entre 1320 e 1530 cm™ (intensidade
forte), entre 1040 — 1100 cm™ (fraca), entre 800 — 890 cm-* (entre fraca e média), e ainda
entre 670 — 745 cm™ (fraca ou podendo ndo aparecer), podem indicar a presenca de
carbonatos (em todas as amostras, independente da presenca do PEG 200 ) (FINOS et al,
2012; NYQUIST et al, 1971).

Finos et al. (2012), pesquisaram grupos carbonato de superficie e constatou que o
CeO0, é capaz de formar grandes quantidades de espécies de carbonatos atraves da adsorcdo de
CO, em diferentes pressoes e pela dessor¢do com temperatura programada (apartir de 298 K),
constatado através das andlises de espectroscopia de infravermelhos, que mostraram a
formacdo de diferentes tipos de carbonatos (incluindo bicarbonato). Acreditamos que tal
comportamento possa explicar a presenca das bandas referentes a carbonatos, nas amostras de
CeO,, a partir dos resultados de infravermelho. Também relataram dois tipos
de bicarbonato (ou carbonato de hidroxi) nas espécies de CeO,, com 0 nome, que se
distinguiam uns dos outros devido as diferentes regides (para o0 CO3 ) em torno de 1600 e

1396 cm™, respectivamente.
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Em relacdo a vibracdo Me — O, observou-se a presenca de uma banda de vibracéo
entre 700 e 500 cm™, as quais ndo apresentaram maiores definicdes com a variagdo do tempo
e com as condicdes de sintese. Essa banda de vibracéo foi atribuida aos modos vibracionais da

6xido de cério (IV). O ponto de minimo desta banda de vibragéo fica em torno de 580 cm™.

5.5 ESPECTROSCOPIA RAMAN DAS AMOSTRAS DE CeO;

Os espectros Raman dos pés de CeO;, nas suas diferentes condi¢des de sinteses, com
ou sem PEG 200, na presencga de NaOH ou NH,4OH, tratados a 150 °C nos tempos de 1, 5, 10,
15, 30 e 60 minutos, sdo apresentados nas Figuras 39, 40, 41 e 42. Todos 0s sistemas
apresentam, no espectros Raman, um pico principal em torno de 471 cm™ , que pode ser
atribuido a um dnico modo vibracional Raman, de primeira ordem, do Ce — O do 6xido de
cério (IV) na fase fluorita, que tem simetria F,4 € pode ser visto como um modo de forma
simétrica, em torno dos atomos de oxigénio para cada metal(ARAUJO et al, 2012; CABACO
et al, 2007).

Os desvios para freqiiéncias maiores ou menores estdo relacionadas, respectivamente,
com menor ou maior cristalinidade do material (CABAGCO et al, 2007).
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Figura 39 - Espectros Raman do CeO, para o sistema: CeO,-NaOH-150°C.
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Figura 40 - Espectros Raman do CeO, para o sistema: CeO,-NaOH-PEG-150°C.
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Figura 41 - Espectros Raman do CeO, para o sistema CeO,-NH,OH-150°C.
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Figura 42 - Espectros Raman do CeO, para o sistema: CeO,-NH,OH-PEG-150°C.

A Figura 39, para o sistema CeO, NaOH 150°C, ndo mostrou uma significativa
variacdo do espectro Raman do CeO, em funcdo da evolucdo do tempo de exposicdo as
micro-ondas, onde 0s espectros apresentaram um pico principal em torno de 471 cm™ que
pode ser atribuido ao modo vibracional do Ce — O, na fase fluorita, do 6xido de cério (1V)
(DEUS et al, 2013; SHENGYUE et al, 2001).

Observando a Figura 40, temos que, para o sistema CeO,-NaOH-PEG-150°C |,
verificou-se um deslocamento de pico que diminui de 475 cm™ (nas amostras tratadas por
1min), para 469 cm™ (para amostras tratadas por 60 min). Esse deslocamento em funcéo do
tempo de sintese foi devido a uma diminuicdo no tamanho do cristalito da amostra, conforme
indicado pelos difratogramas de raio X apresentados.

Esses picos principais, nos dois primeiros sistemas (figuras 39 e 40), mostraram uma
tendéncia em diminuir sua intensidade com a evolucdo do tempo de exposi¢do as micro-
ondas, apresentando maior cristalinidade.

A Figura 41 mostrou uma evolucdo do espectro Raman do CeO, puro, para o sistema
Ce0,-NH,40H-150°C, nos seus diferentes tempos de sintese e apresentou um pico principal
em torno de 471 cm™, atribuido a0 modo vibracional do Ce — O do 6xido na fase clbica. Na
observacdo mais detalhada dessa figura, verificou-se que a frequéncia do pico principal,

sofreu um aumento com a evolugdo do tempo de exposi¢cdo das micro-ondas, iniciando em
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470cm™ (nas amostras com menores tempos de sintese) até 475 cm™ para amostras de
maiores tempos de sintese. Esse deslocamento, observado com a evolucdo do tempo de
sintese, juntamente com um leve estreitamento da banda, foi devido ao aumento no tamanho
do cristalito da amostra, conforme indicado pelos resultados das analises de raio X.

A Figura 42 apresentou um comportamento semelhante ao sistema anterior, porém as
frequéncias dos picos principais sofreram um aumento com a evolugdo do tempo de exposi¢éo
das micro-ondas, iniciando em 472 cm™ ( nas amostras com menores tempos de sintese), até
478 cm™ para amostras com maiores tempos de sintese. Esse deslocamento, mais uma vez, foi
atribuido ao aumento no tamanho do cristalito da amostra, conforme indicado por
difratometria de raio X.

Outras regies em torno das freqiiéncias de 270, 315, 630 cm™ sdo referenciadas,
sendo observadas para todos os sistemas e foram referenciadas aos modos vibracionais
atribuidos a presenca de vacéncias de oxigénio na rede do CeO, e a quebra de simetria
(WEBER et al, 1993; SHENGYUE et al, 2001, ARAUJO et al 2012).

5.5.1 Desordem a curto alcance

Ruschel et al. (2012) citam que variacdes nos espectros, como mudancas de faixa na
desordem a curto alcance, perdas de intensidade e, as vezes assimetrias de banda, sdo tipicas
de uma diminuicdo da ordem de curto alcance. Por isso, tais mudancas, podem indicar, mas
ndo necessariamente verificar, o acimulo de defeitos na estrutura do material.

Todas as amostras de oxido de cério (IV) sintetizadas apresentaram comportamentos
semelhantes, quanto a organizacdo a curto alcance, referentes a banda absorvida de maior
intensidade do espectro. Esses resultados indicaram possiveis distor¢des na estrutura da 6xido
de cério (1V). E os resultados de desordem a curto alcance, sdo apresentados na Figura 43:
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Figura 43 - Resultados de FWHM (Raman).

Comparando os resultados experimentais de desordem a curto alcance, para as rotas de
sinteses apresentadas, com seus diferentes tempos de exposi¢do as micro-ondas, observou-se
as seguintes variagdes de FWHM (Raman) :

v' Ce0O, NaOH 150°C: observou-se, entre todos os tempos de sinteses apresentados
para esse sistema, uma maior organizacdo para o tempo de exposi¢do de 30 minutos, porém
nos outros intervalos, houve uma tendéncia de desordem ao longo do tempo.

v’ CeO, NaOH PEG 150°C: Observou-se a maior coeréncia de ordem a curto
alcance, em comparacdo com as demais rotas de sintese, onde o melhor resultado, ocorreu
com tempo de exposicdo de 60 minutos.

v, CeO, NH4s OH 150°C e CeO, NH,OH PEG 150°C: Comportamentos
semelhantes foram observados nos dois sistemas, onde, diferenciam-se, apenas, quanto aos
menores resultados de FWHM, do sistema CeO, NH4;OH PEG 150°C, apresentado no tempo

de exposicdo de 60 minutos.
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5.6 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO UV-VISIVEL

O estado de oxidacao, localizacdo dos ions de cério nos sitios da rede e o band
gap (Eg) otico das particulas de CeO, foram avaliados pelos espectros de absor¢do na regido
do ultravioleta visivel, nas suas diferentes condi¢es de sinteses, com ou sem PEG 200, na
presenca de NaOH ou NH4OH, tratados a 150°C nos tempos de 1, 5, 10, 15, 30 e 60 minutos,
sendo apresentados nas Figuras 44, 45, 46 e 47, na Tabela 8 e nas Figuras 48 (a), (b) e 49 (a) e
(b), respectivamente.
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Figura 44 - Espectros na regido do UV-visivel, do sistema CeO,, na seguinte rota de sintese:
Ce0,-NaOH-150°C.
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Figura 45 - Espectros na regido do UV-visivel, do sistema CeO,, na seguinte rota de sintese:
CeO,-NaOH-PEG-150°C.
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Figura 46 - Espectros na regido do UV-visivel, do sistema CeO,, na seguinte rota de sintese:
Ce0,-NH,0OH-150°C.
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Figura 47 - Espectros na regido do UV-visivel, do sistema CeO,, na seguinte rota de sintese:
Ce0,-NH,4OH-PEG-150°C.

Rao et al. (2001) observaram trés bandas de absorcdo nas regides de 234, 277 e 301
nm que referem-se as transicées de transferéncia de carga do tipo Ce** « O, envolvendo
fons de Ce** com diferentes nimeros de coordenacdo. A regido de 301 nm, também foi
atribuida a uma transicdo interbanda de CeO,. Eles referem-se ainda a uma regido em torno de
600 nm que séo relativas & transferéncia de carga Ce** — Ce** e que normalmente é utilizada
como indicador do grau de reducdo do 6xido como um importante dispositivo de acimulo ou
liberacdo de oxigénio.

Os espectros de absorcdo das amostras de o0xido de cério (IV), estudados na literatura
(WANG, 2007), exibiram duas bandas de absor¢do em, aproximadamente, 277 e 346 nm na
regido do ultravioleta (UV), provenientes de transicdes eletrénicas, envolvendo os estados
(4fY) Ce** e (4f°) Ce** presentes nas amostras. A banda de absorcdo em 277 nm também
indica a presenca de defeitos de Ce®* nas amostras (ESCRIBANO et al, 2006; MISHRA et al,
2006). Todas os valores, de absorcdes, obtidos para os sistemas, envolvendo Oxido de cério

(IV) (CeOy, ), foram préximos dos relatados na literatura, sendo apresentados na Tabela 8:



Tabela 8 - Bandas de absorcéo (nm) na regido do UV-visivel atribuidas ao sistema CeO,.

Amostra Posicdo da Banda (nm) Atribuicbes
234 ce®* —0* T.T.C.
277 ce* —0? T.T.C.
301 Transicdo Interbanda
Ce0,
346 Ce* «— 0% T.T.C.
346 Transicdo Interbanda

T.T.C - Transicdo de transferéncia de cargas.
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O band gap (Eg) otico das particulas de CeO, foram avaliados pelos espectros de

absorcéo na regido do visivel, nas suas diferentes condicdes de sinteses, com ou sem PEG
200, na presenga de NaOH ou NH,4OH, tratados a 150°C nos tempos de 1, 5, 10, 15, 30 e 60

minutos, sendo apresentados nas Figuras 47 (a), (b) e 48 (a) e (b), respectivamente.

Os graficos normalizados de (ahv)2 pela energia do féton das particulas de CeO, sdo

mostrados a seguir:
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Figura 48 - Espectros na regido do UV-visivel (valor do gap), do sistema CeO,, nas seguintes
rotas de sintese: (a) CeO,-NaOH-150°C; (b) CeO,-NaOH-PEG-150°C.
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Figura 49 - Espectros na regido do UV-visivel (valor do gap), do sistema CeO, nas seguintes
rotas de sintese: (a) CeO,-NH4OH-150°C e (b) CeO,-NH,OH-PEG-150°C.
O valor do gap estimado para o CeO, comercial , apresentados nas Figuras 48 (a), (b)
e 49 (a) e (b), foi de, aproximadamente, 3,0 eV, enquanto que as fluoritas sintetizadas
apresentaram um pequeno deslocamento para menores energias, levando a um gap da ordem
de 2,5 eV, que ¢ atribuido ao tamanho das particulas, promovendo uma maior quantidade de
defeitos estruturais e quebra na simetria (ARAUJO et al, 2012).

5.7 Avaliacdo Morfoldgica das Nanoparticulas

Muccillo et al. (2005), relataram a influéncia dos diferentes métodos de sinteses na
obtengdo das mais variadas morfologias (angular, lamelar, esferoidal, etc...) de
particulas/aglomerados de CeO,.

Imagens de microscopia eletrénica de varredura de alta resolucdo (MEV-AR), para as

amostras em estudo, sdo apresentadas nas figuras 50, 51 e 52 e 53 a seguir:
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EHT =10.00 kv Sighal A=lIALens Date 1 Mar 2013
WD = 2.5 mm Mag = 10.00 KX Time :17:22:27

Figura 50 - Microscopia eletronica de varredura do sistema CeO, na seguinte rota de sintese:
Ce0,-NaOH-150°C.

EHT =10.00 kV Signal A = SE2
WD = 24 mm Mag = 10.00 KX Time :11:29:43

Date :1 Mar 2013

Figura 51 - Microscopia eletronica de varredura do sistema CeO; na seguinte rota de sintese :
CeO,-NaOH-PEG-150°C.
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: 3 - - £
HV mode| vacmode |mag O0| WD —_—2ym —
20.00 kV| SE |Low vacuum [45 000 x[10.0 mm

Figura 52 - Microscopia eletronica de varredura do sistema CeO; nas seguinte rota de sintese:
CeO,-NH4OH-150°C.

HV |mode| vacmode |mag 0] WD
20.00kV| SE |Lowvacuum|15000x|11.9mm[ |

Figura 53 - Microscopia eletronica de varredura do sistema CeO, na seguinte rota de sintese:
Ce0,-NH;0OH-PEG-150°C.
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As micrografias, referente as Figuras 50, 51 e 52 e 53, revelaram vérios tamanhos e
formas irregulares de aglomerados (em escalas nanométricas e micrométricas), podendo ser
atribuidos a influéncia das Forcas de van der Waal (J. YOO, et al, 1999).

Para as sinteses, envolvendo o polietilenoglicol 200, observou-se a presenca de
morfologias semelhantes as estruturas tetragonais (Figuras 40 e 42). Esse fato nos oferece
uma indicacdo da influéncia do template no crescimento direcionado do aglomerado de
particulas.

A partir dos resultados de microscopia de transmissdo eletrénica de alta resolucao
(MET-AR), apresentadas nas Figuras 54, 55 (a) e (b), 56 (a) e (b), 57 (a) e (b), 58 (a) e (b),
para todas as amostras analisadas, foram observadas particulas esferoidais e aglomeradas:

Figura 54 - Microscopias eletronicas de varredura para os sistema de CeO; : (a) CeO,-NaOH-
150°C.
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Figura 55- Microscopias eletronicas de varredura com sua respectiva distancia interplanare
(@) e o resultado de EDS(b) para o CeO, na seguinte rota de sintese:
Ce0,-NaOH-150°C.
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Figura 56 - Microscopias eletronicas de varredura com sua respectiva distancia interplanare
(a) e resultado de EDS (b) para o CeO, com a seguinte rota de sintese: CeO,-
NaOH-PEG-150°C.
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Figura 57 - Microscopias eletronicas de varredura com sua respectiva distancia interplanar
(a) e resultado de EDS (b) para o CeO, com a seguinte rota de sintese : CeO,-
NH4OH-150°C.
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Figura 58 - Microscopias eletronicas de varredura com sua respectiva distancia interplanar

(a) e resultado de EDS (b) para 0 CeO, com a seguinte rota de sintese : CeO,-
NH,OH-PEG-150°C.

Os valores de tamanho médio de cristalito foram também confirmados por
investigacGes de microscopia de transmissdo eletrénica. A imagem panoramica do MET (Fig.
54 b) mostram nanoparticulas, de tamanhos uniformes e formas arredondadas, da ordem de 5
nm. (apesar da aglomeracao apresentada anteriormente nas analises de MEV-AR).
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Esses resultados confirmam que essas aglomeragdes sdo constituidas de pequenas
particulas, com didmetro que variam entre 3 e 7 nm, com distancias interplanares da ordem de
0,31 nm ( Figura 55), que, segundo a literatura sdo referentes ao o plano de menor energia
(111) (DEUS et al 2013).

A partir das micrografias para os sistemas de CeO,, Figuras 54, 55 (a) e (b), 56 (a) e
(b), 57 (a) e (b), 58 (a) e (b), verificou-se que o tamanho do gréo de CeO, ndo apresentou um
aumento significativo com a evolucdo do tempo de exposi¢do as micro-ondas e ,além disso,
todos os sistemas apresentaram semelhantes distribuicdes dos tamanhos de graos.

A claridade dos grdos, nas imagens estudadas , Figuras 57 (a) e 58(a), possuem
aspectos esponjosos, caracteristico de pequenas particulas, também confirmada através dos
resultados de BET (Tabela 5), que mostraram altas areas superficiais.

Nas analises de BET, as particulas que mais contribuiram, para o resultado de area
superficial, foram as de menores dimensdes. Assim, as analises de microscopia eletrénicas de
transmissao corroboram com os resultados de BET para confirmacdo dessas particulas como
nanometricas.

As medicdes de EDS, em todas os sistemas ( em diferentes pontos), deram 0s mesmos
padrbes, comprovando a homogeneidade das amostras. Estes resultados mostraram, através
das Figuras 55 (b), 56 (b), 57 (b), 58 (b), que o 6xido de cério sintetizado, a partir dos varios
sistemas empregados nesse trabalho, é o CeO..
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5.8 ATIVIDADE ANTI MICROBIANA DO SISTEMA CeO,
5.8.1 Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

Os testes de avaliagdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foram
realizados usando-se a técnica da macrodiluicdo. A presenca de bactérias viaveis foi
verificada, inicialmente, pele teste colorimétrico da Resazurina (Sigma-Aldricht), aplicando-
se 20 pL da solugdo aquosa a 0,01% como indicador colorimétrico de oxirreducdo para
caracterizar a viabilidade celular.

A leitura realizada de forma visual foi observada pela mudanca da cor azul (original da
resazurina) para rosa, caracterizando a reducdo desse corante nas cavidades onde havia
viabilidade bacteriana. Nos pogos onde a cor permaneceu azul, ndo houve reducdo do corante,
indicando inviabilidade bacteriana, podendo-se, desta forma, determinar a CIM, ou seja, a
menor concentracdo de um produto capaz de inibir o crescimento microbiano.

As andlises foram feitos em triplicata e mostraram que, semelhante aos grupos G5 e
G6 (grupos com agdo ja conhecida), grupos com diferentes concentragdes de dxido de cério
(IV) (Tabela 2), apesar das interferéncias consideradas e observadas no experimento, como
variacdes de tons roseos e azuis, promovidas pelo corante resasurina, causadas por diferentes
agentes externos, também apresentaram atividade antimicrobiana frente a bactéria S. mutans,

como mostrado nos resultados a seguir (Tabelas 9):

Tabela 9 - Teste colorimétrico de atividade antimicrobiana das dilui¢cdes frente a S. mutans.

Diluiges (em pg/mL) Gl | G2 | G3 | G4 | G5 G6 | G7 | G8
(1:1) 18 - - - - - - - +
(1:2) 0,9 - - - - - -
(1:4) 0,45 - - - - - -
(1:8) 0,22 - - - - - -
(1:16) 0,11 + - ; - i i
(1:32) 0,05 + + + - - +

(+) — crescimento bacteriano identificado com auxilio da resazurina pela coloragéo
azul.

(-) — auséncia de crescimento bacteriano identificado com auxilio da resazurina pela
coloragéo rosea.
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Nos testes realizados, para os grupos Gl a G4, contendo 6xido de cério (IV)
nanométrico (G7 e G8 sdo apenas 0s controles), referidos na Tabela 2, foram observados que
a reducdo do corante resasurina, para a cor azul, cai progressivamente no sentido da direita
para a esquerda, conforme a Figura 59, mostrando que a intensidade dessa cor observada, em
cada teste realizado, é diretamente proporcional a concentragdo e a acdo bactericida
observadas de cada grupo. Um comportamento semelhante foi observado para os grupos,
contendo oxido de cério (IV), que tiveram sua concentracdo e acdo bactericida seguindo a
mesma tendéncia.
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Figura 59 - Prova da Resazurina realizada para, apenas, 0s grupos contendo 6xido de cério
(IV) (G1, G2, G3 e G4).

Nos testes envolvendo Oxido de cério (IV), Tabela 2 e Figura 59, a presenca da
coloragdo roseo no poco 3 do grupo G3, ou no poco 2 do grupo G2, ndo interferem na
interpretagdo geral dos dados, confirmando portanto atividade antimicrobiana do
nanomaterial. A coloracdo rosea, nos casos envolvendo 6xido de cério (IV) (grupos 1 a 4),
pode ter diferentes origens, justificando analises complementares como fluorescéncia e

absorbancia.
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5.8.2 Fluorescéncia

O uso dos corantes combinados permitiram a determinacdo da concentragdo de
bactérias vivas e mortas, e acrescentaram mais uma varidvel na compreensdo do Oxido de
cério (IV), com suas diferentes concentracfes (G1, G2, G3 e G4), conforme Tabela 2, como
agente antimicrobiano frente a bactéria S. mutans. Esses resultados sdo mostrados na Figura
60.
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0.20 - —u=—CeO.10% em ZnO

e« 0.184 —0—(‘c0:20°o em ZnO
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Figura 60 - Resultados de fluorescéncia dos grupos de Oxido de zinco com diferentes
concentracdes de oxido de cério (IV), onde o controle positivo contém BHI +
Indculo bacteriano em 0,135 na escala de MacFarland e o controle negativo
contém apenas BHI sem indculo bacteriano (S. mutans).

Os valores proximos de zero (em vermelho) indicaram morte celular, demonstrando
que essas concentracfes para os grupos contendo éxido de cério (IV) (G3 e G4) possuem
efetiva atividade antimicrobiana frente a bactéria S. mutans. Os resultados em cinza
representaram os valores de concentra¢do bacteriana aplicados no inicio dos testes (controles
positivos), indicando que as bactérias ndo tiveram reducao de populacdo e que, para as demais
amostras de oOxido de cério (IV) (Gl e G2), valores acimas desse patamar ndo foram
observados e, comparando com o controle experimental (onde ocorreu aproximadamente 40%
de aumento da populacdo bacteriana), essas concentracdes nao foram suficientes para
promover atividade bactericida, porem impediram o crescimento dessas bactérias,
apresentando acao bacteriostética.
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5.8.3 Absorbancia das amostras na macrodiluicdo

Testes, em meio liquido, foram realizados e, para todos os grupos testados em BHI-
caldo, conforme Tabela 2, as analises de absorbancia foram realizadas e séo apresentadas , na

Figura 61, a seguir:

0,450
04004
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c 0,350+ y —
Naw” —O—Ce0220% em ZnO
.g 03004 -4—Ce0,30% em ZnO
% ] —v—_Ce0, 40% em ZnO
o 0,250 - — - Controle -
8 ] - — = Controle +
a 0,200+
<( |
0,150
0,100 . : : T

1,8 0,9 045 0,22 0,11 0,05
Concentragao pg/mL

Figura 61 - Distribuicdo da absorbancia nos grupos de oOxido de zinco em diferentes
concentracdes de 6xido de cério (IV), onde o controle positivo contém BHI +
In6culo bacteriano em 0,135 na escala de MacFarland e o controle negativo
contém apenas BHI sem indculo bacteriano.

Os valores de absorbancia para os grupos analisados, conforme Tabela 2, em todos os
tratamentos, sdo apresentados na Figura 61, evidenciando, para as maiores concentracdes de
oxido de cério (IV) (grupos 3 e 4), uma acdo bactericida (promoveram a morte das bactérias)
e para as demais, de menores concentraces (grupos 1 e 2), uma inibicdo quanto ao
crescimento bacteriano (acdo bacteriostatica: impede o crescimento de bactérias), indicando a
existéncia de um limite minimo para a acdo do oxido de cério (IV) na atividade bactericida ou
bacteriostatica frente a S. mutans.

A verificagdo da concentragdo bacteriana, por analise de absorbancia, confirmou a

morte celular e a expressiva reducédo de sua populagdo na maioria dos pogos e essa analise, de
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um modo geral, tornou-se representativa frente a outros testes apresentados nesse trabalho

(como a prova da Resazurina e Fluorescéncia).

5.8.4 Difusdo em poc¢os

As analises microbioldgicas, pela técnica da difusdo em pogos, foram feitas em
triplicatas, demonstrando atividade antimicrobiana atribuidas ao 6xido de cério (IV) comercial
e nanomeétrico (puro e a 10% em 6xido de zinco odontoldgico), combinando seus efeitos com
outros grupos, apresentados na Tabela 3, contendo eugenol, 6xido de zinco (odontolégico), o
inoculo bacteriano e o BHI-caldo. A concentracbes de Oxido de cério (IV) utilizada
representou a menor entre as estudadas, com atividade frente a S. mutans e os resultados
desses testes (Tabela 10) permitiram a comprovacdo das ,ja conhecidas , atividades
antimicrobianas do eugenol e do 6xido de zinco odontolégico, comparando-as com as dos
Oxidos de cério (IV), verificando seus possiveis efeitos aditivos ou de interferéncia, como

mostrado nos resultados apresentados na Tabela 10 e na figura 62.

Tabela 10 - Distribuicdo dos halos de inibigdo em mm conforme 0s grupos experimentais.

Halos (mm)/ | Halo 1 Halo 2 Halo 3 Médias  Desvio Padrdo
Grupos

G1A 24,96 24,70 24,74 24,80 0,140
G2A 25,58 25,89 25,49 25,65 0,210
G3A 22,63 22,67 22,80 22,70 0,089
G4A 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
G5A 21,58 21,49 21,72 21,60 0,116
G6A 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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Figura 62 - Halo de inibicdo nos grupos testados.

Grupo 1A: CeO, Comercial + ZnO odontolégico + Eugenol
Para esse grupo foi observada a formagdo de um halo de inibi¢do com uma média de
didmetros superior (24,80 mm) a encontrada no grupo 3 (22,70 mm), grupo utilizado

comercialmente.

Grupo 2A: CeO, Nanométrico 10% em ZnO odontoldgico + Eugenol
No segundo grupo, foi repetido o procedimento adotado para o primeiro (G1A),
mostrando um melhor resultado para o cério nanométrico (25,65 mm), em comparacdo com

demais grupos analisados.

Grupo 3A: ZnO odontologico + Eugenol
Apresentou resultado discreto (22,70 mm), quando comparado aos grupos, contendo

oxido de cério (1V), nanoestruturado e comercial, testados.
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Grupo 4A: CeO, Nanométrico + Eugenol

Esse grupo promoveu a formagdo de um composto escuro que nao apresentou aparente
efeito antibacteriano frente o S. mutans. Acreditamos que a auséncia de atividade seja uma
consequéncia da caracteristica oxidativa do Oxido de cério (IV) nanométrico (puro),
modificando as propriedades antimicrobianas das moléculas do eugenol e que esse material
resultante (G4A), esteja relacionado a formacdo de quinonas, oriundas da oxidacdo de
compostos fenolicos (Eugenol), devido acdo do Oxido de cério (IV) nanométrico,

neutralizando, portanto, o seu efeito bactericida. (Figura 63).

MeO MeO MeO
OH © 0

CeOz(nanométrico) _  MeO + " O 0
-e,C MeQ OMe
OH OH

Figura 63 - llustracdo esquematica da dxidacdo do eugenol pela a agdo de nanoestruturas de
Oxido de cério (1V) (adaptado de COSTA, 2000).

Grupo 5A: CeO;, Comercial + Eugenol

O cério comercial apresentou atividade antimicrobiana, quando combinado com o
eugenol, frente a S.mutans, sendo observado um comportamento diferente do ocorrido com as
particulas de oOxido de cério (IVV) nanométrico (efeito, provavelmente, potencializada pelo

tamanho de suas particulas).

Grupo 6A: ZnO odontoldgico + Oleo mineral
Este grupo ndo apresentou halo de inibicdo que indique a presenca de atividade
antibacteriana, demonstrando a necessidade da presenca do eugenol associado ao Oxido de

zinco odontoldgico ( mesmo esse possuindo atividade bactericida comprovada).
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6 CONCLUSOES

Os materiais sintetizados com estrutura fluorita apresentaram a fase caracteristica,
logo, o método hidrotermal de micro-ondas, mostrou-se satisfatério para a obtencdo de
nanoestruturas de CeO,, com uma significativa reducéo de energia/ tempo da sintese.

As distorcdes do referido dxido, na rede fluorita, apresentaram uma discreta atribuicao
,quanto ao tempo de exposi¢do as micro-ondas durante a sintese, promovendo uma maior

desordem a curto alcance e uma maior organizagéo a longo alcance.

A sintese, definida pelo sistema CeO,-NaOH-150°C, no intervalo de tempo de 5
minutos, apresentou baixo tempo, menor tamanho de particula com maior area superficial.
Isto indica que estes pardmetros de sinteses, frente a uma escolha para aplicacdo industrial,

deve ser considerado o mais viavel em relacdo a todos os outros avaliados neste estudo.

Na presenca de direcionador PEG 200, estruturas morfologicas semelhantes a
tetragonais foram obtidas, indicando sua influéncia direta na sintese dos sistemas de éxido de

cério (1V) estudados.

Todos os resultados de UV-visivel mostraram uma forte absor¢do nas regides de 277 e
346 nm, provenientes das transi¢des eletrénicas, envolvendo os dois estados de oxidacdo do
cério (4f Ce** e 4f Ce*), como também as vacancias de oxigénio, que alteram sua

coordenacao.

Uma diminui¢do nos valores de gap foi observada, para todos os sistemas de CeO,, em
compara¢do com o valor do gap estimado para o CeO, comercial, levando a menores
energias, promovendo um deslocamento, atribuido ao tamanho das particulas, que favorece

tanto uma maior quantidade de defeitos estruturais como a quebra na simetria.

Nos espectros Raman, para todos os sistemas sintetizados, um pico principal em torno
de 471 cm™, demonstrou um modo vibracional, caracteristico para o 6xido de cério (IV) na

fase fluorita, referente a simetria Fyg .
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Outras regides do espectro Raman, referentes as frequéncias da ordem de 270, 315,
663 cm™, mostraram modos vibracionais, atribuidos, seundo a literatura, & presenca de
vacancias de oxigénio na rede do CeO, e a quebra de simetria, confirmados a partir dos

resultados das analises de UV-vis.

A correspondéncia de resultados, entre as diferentes provas empregadas nos testes
bioldgicos, mostrou que as técnicas de fluorescéncia, absorbancia e resazurina empregadas,
ndo sofreram interferéncias dos reagentes em estudo, tal como eventualmente pode ocorrer

com certos produtos de origem natural.

O oxido de cério (IV) nanométrico apresentou-se como um material de grande
potencial para uso odontologico contra a bactéria S. mutans, responsavel pelo processo

cariogénico, devido ao seu grau de pureza e dimensdes de particulas.

O compdsito formado por ZnO odontoldgico e CeO, nanométrico nas propor¢des de
10, 20, 30 e 40%, apresentou propriedades antimicrobianas superiores quando comparado ao

padrdo utilizado (6xido de zinco odontoldgico + eugenol).
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Avaliar as propriedades antibacterianas das nanoestruturas de CeO,, dopadas com

metais (como cobre e zinco), em biofilmes de microrganismos S. mutans;

Investigar 0s processos oxidativos do oOxido de cério, por RPE (Ressonancia
Paramagnética Eletrénica), avaliando sua influéncia nas propriedades antimicrobianas do

material;

Pesquisar as propriedades antibacterianas do CeO, nanoestruturado, puro ou dopado,
em células planctonicas e biofilmes constituidos por outras espécies bacterianas (Gram

negativas e/ou Gram positivas) bem como espécies fungicas da cavidade bucal,

Estudar a influéncia do tamanho da particula e da morfologia das nanoestruturas de
oxido de ceério (IV), puro ou dopado, na acdo antimicrobiana frente a S mutans e a outras

diferentes espécies de bactéria.

Avaliar a eficacia de nanoestruturas de CeO; na reducdo de compostos sulfurados
volateis relacionados com halitose e as aplicacbes de nanoestruturas CeO, quando

incorporados em materiais restauradores definitivos.
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