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RESUMO

O uso indiscriminado de biocidas pode ser prejudicial para o meio-ambiente e para a
saude humana. Portanto, o uso de estratégias de liberacdo controlada pode ser mais
efetivo na inibicdo do crescimento de microrganismos. O processo sol-gel é uma das
alternativas, sendo bem descrito na literatura 0 seu uso para o encapsulamento de
uma variedade de moléculas. Neste trabalho exploraram-se diferentes rotas sol-gel e
seu efeito no encapsulamento de cloroxilenol (PCMX). Em um primeiro momento
estudaram-se diferentes rotas no processo sol-gel, sendo elas, Acida, Basica, Two-
steps e Fluoreto. Na etapa seguinte, a rota acida foi utilizada em conjunto com
hibridos organosilanos. Trés organosilanos ((3-aminopropil)-trietéxi-silano, trimetéxi-
octasilano e trimetoxi-fenilsilano) foram escolhidos para esse trabalho devido aos
seus grupos funcionais. Diversas técnicas foram utilizadas para caracterizar os
sistemas produzidos, sendo elas, porosimetria de nitrogénio, DLS, potencial Zeta, IV-
ATR, UV-Vis e ensaios microbioldgicos. Observou-se que o encapsulamento foi
efetivo e que a liberacdo ocorre mais rapidamente quanto maior o volume de poro
das matrizes de silica. As matrizes apresentaram estruturas mesoporosas e
microporosas. Os sistemas mantiveram atividade antimicrobiana assim como o
PCMX livre, exceto para os sistemas que utilizaram catalisadores basicos na sua
sintese.

Palavras-chave: Liberacdo controlada; Silica; Sol-gel; Encapsulamento;
Cloroxilenol.



ABSTRACT

The indiscriminate use of biocides may be harmful to the environment and to human
health. Therefore, strategies that rely on controlled release have the potential for a
more effective inhibition on the microorganisms’ growth. Sol-gel process is one of the
alternatives since is well described in the literature for the encapsulation of a variety
of molecules. In this work different sol-gel routes and their effects in the
encapsulation of Chloroxylenol (PCMX) were investigated. Initially, the role of
different sol-gel routes were studied, namely: Acid, basic, two-steps and fluoride
catalysts. In the following step, the acid route was chosen for the synthesis with
organosilane hybrids, which were (3-aminopropyl)triethoxysilane,
trimethoxy(octyl)silane and phenyltrimethoxysilane due to their functional groups. A
range of techniques was employed for characterization of the produced systems,
which included nitrogen porosimetry, DLS, Zeta potential, IR-ATR, UV-Vis and
microbiological assays. It was observed that the encapsulation was effective and the
release happened faster as the pore volume increased in the silica matrices. The
matrices showed mesoporous and microporous structures. The systems kept
antimicrobial activity as it was for PCMX except for systems which employed basic
catalysts in their synthesis.

Keywords: Controlled release; Silica; Sol-gel; Encapsulation; Chloroxylenol.
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1 INTRODUCAO

Biocidas sao compostos amplamente utilizados para o controle do
crescimento de microrganismos, sendo que a maior parte do mercado utiliza
compostos halogenados. Trata-se de compostos eficazes e com alto poder de
desinfeccdo. As aplicacfes de biocidas contemplam diversos segmentos, tais como:
produtos de limpeza, cosméticos, desinfetantes, produtos de higiene pessoal,
detergentes, conservantes, inseticidas, antissépticos, fungicidas, herbicidas. Na
industria encontram aplicacbes na desinfeccdo de embalagens, desinfeccdo de
superficies, transporte de alimentos, tintas e revestimentos. Cerca de 25% do
mercado mundial se concentra na aplicagdo em tintas e revestimentos. A difuséo do
uso desses compostos trouxe a tona preocupacdo com a saude humana e 0 meio
ambiente, ja que o uso indevido de compostos com atividade antimicrobiana pode
selecionar microrganismos resistentes, entre outros problemas.

Para reduzir os efeitos colaterais e prolongar os efeitos benéficos de tais
produtos, técnicas de encapsulamento tém sido empregadas. Ha diversas maneiras
de realizar o encapsulamento, como por formacéo de micelas, self-assembly e sol-
gel. E os materiais disponiveis mais comuns para 0 uso no encapsulamento sao:
alginato, polimeros e silica. A silica, produzida a partir do processo sol-gel tem sua
quimica e diversas aplicacbes bem descritas na literatura.

A silica pode ter suas caracteristicas texturais alteradas de acordo com o0s
catalisadores utilizados na sua sintese e funcionalizagbes promovidas por
organosinalos. Uma vez que caracteristicas texturais sdo alteradas, a velocidade em
gue o biocida € liberado para o meio é prolongada ou reduzida. Portanto, a liberacao

controlada € uma estratégia que leva a um uso mais eficiente e seguro dos biocidas.

1.1 Objetivo geral

Investigar as potencialidades e limitagbes do uso de tecnologia sol-gel para o

encapsulamento de cloroxilenol em silica.
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1.20bjetivos especificos

Avaliar o papel da rota sol-gel na natureza das espécies encapsuladas
geradas.

Correlacionar caracteristicas texturais das matrizes de silica com a liberacao
controlada do biocida.

Avaliar o efeito de compostos organosilanos na sintese das matrizes de silica
e na liberacéo de cloroxilenol.

Avaliar a capacidade de inibicdo do crescimento de microrganismos frente ao

composto encapsulado.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O processo sol-gel consiste em qualquer rota de sintese de materiais onde,
em um determinado momento, ocorre a transicdo de um sistema sol para um
sistema gel. O termo sol é empregado para definir uma suspensédo de particulas
coloidais (dimenséo entre 1 e 1000 nm) estavel em um fluido, enquanto um sistema
gel pode ser visto como um sistema formado pela estrutura rigida de particulas
coloidais (gel coloidal) ou de cadeias poliméricas (gel polimérico). Trata-se de
processo de formacgao de redes por policondensacdo em duas etapas: inicialmente
ocorre a formacdo de oligbmeros, polimeros, estruturas ciclicas sob forma de
coloides (sol), que subsequentemente sofrem rea¢des de condensacao e reticulacao
(gel) levando a formacdo do material final. Varios fatores influenciam as
caracteristicas estruturais, texturais e morfolégicas do produto formado, dentre eles
o tipo de processo (hidrolitico ou ndo-hidrolitico), a natureza do catalisador (acido ou
basico), temperatura, solvente, entre outros. O processo sol-gel encontra-se bem
descrito e discutido na literatura em obras classicas como aquelas de Brinker (1990),
Schubert e Hising (2005), e Kickelbick (2007).

A formacdo da rede de silica ocorre pelas reacdes de hidrélise e
condensacdo. Isto €, através da (i) eliminagdo de um grupo -OH ou -OR na hidrolise,
na forma de &gua ou &lcool; e (ii) a formacdo de uma ligagdo Si-O-Si para a
condensacao. Ambas as reacfes sao reversiveis e nas quais pode ocorrer a quebra
das ligacdes do tipo siloxano como também a reversdo para alcoxido. A velocidade

com gue cada reacao ocorre varia com o0s catalisadores utilizados (4cido ou base),
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ja que atuam via mecanismos distintos. Partindo de uma condi¢cdo de pH acido, o
atomo de oxigénio presente em Si-OH ou Si-OR € protonado gerando um bom grupo
de saida: agua ou alcool. Consequentemente, é diminuida a densidade de carga no
atomo central de silicio, o que favorece um ataque nucleofilico por parte da agua do
meio reacional (hidrolise) ou de outro grupo silanol (condensacéo). Ja em pH basico,
0 mecanismo se inicia pelo ataque nucleofilico de uma espécie OH- (hidrélise) ou
SiO™ (condensacgédo), ao atomo central de silicio seguido da eliminagdo de -OH ou -
OR, via uma reacédo do tipo Snz (Schubert e Hising, 2005). Ainda ha o mecanismo
via fluoreto, que tem menor tempo de gelificacdo e produz um solido mesoporoso e
com alta area especifica. O mecanismo é similar ao mecanismo da rota basica,
porém o ion fluoreto € menor em raio e mais eletronegativo que a hidroxila. Dessa
forma, a reacdo de hidrélise € mais rapida e promove maior eletrofilicidade no a&tomo
de silicio, o que o torna mais reativo (Winter et al, 1988). Na Figura 1 pode-se
observar que o mecanismo &cido favorece tamanhos de particula menores e uma
rede polimérica conectada e ramificada. A etapa favorecida nessa rota € a hidrolise
dos alcoxidos, produzindo varios pontos de nucleacdo ao mesmo tempo. Por outro
lado, a rota basica favorece maiores tamanhos de particula e menos ramificacoes.
Isso ocorre porque a reacao favorecida nesse caso € a condensacéo, o que leva ao

crescimento a partir de um ponto de nucleacéo.
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Figura 1 — Caracteristicas estruturais de géis de silica.
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Fonte: Schubert e Hising, 2005.

A adicdo de substituintes organicos nos alcoxidos, do tipo R’Si(OR)s altera
significantemente as propriedades das matrizes de silica. Ligacdes R’-Si que séo
estaveis a hidrélise e permanece ap0s a condensacdo na rede de silica. Esses
ligantes alteram a polaridade do material. Por exemplo, grupos funcionais de
hidrocarbonetos produzem materiais hidrofobicos. Outros fatores séao afetados,
como o numero de ligacbes entre as unidades de silica, que sofrem reducdo. A
reatividade do alcéxido é também alterada devido ao efeito indutivo produzido pelas
cadeias laterais, assim como por efeitos estéricos (Schubert, 2003).

Biocidas apresentam amplo uso nos setores industriais, de saude e de uso
pessoal, na forma de sabdo, géis, produtos cosméticos entre outros. Cloroxilenol
(PCMX) € um dos biocidas mais usados nas formulac¢des de tais produtos, permitido
por diversas agéncias reguladoras de saude pelo mundo (Filipe et al, 2021). A forma
pela qual o PCMX atua se da pela mudanca de conformacéo e cristalinidade da

membrana celular, causando a morte ou afetando o crescimento das células (Poger



15

e Mark, 2019). Os biocidas que interagem com a membrana celular causam
alteracdo nos perfis de energia de permeacéao e pressao lateral da membrana, e por
consequéncia, na permeabilidade e conformacéo das proteinas (Cantor, 1998). Visto
que a acao de tal composto é bastante eficaz na destruicdo de organismos nocivos a
saude humana, o seu uso indiscriminado pode causar efeitos colaterais indesejados.
Ha indicios que determinadas bactérias, especialmente gram-negativas, que
possuem uma barreira externa, ou bactérias que produzam biofilme, tém maior
capacidade de sobreviver a esses desinfetantes. Portanto, na presenca de
guantidades residuais, que nao sado suficientes para causar a morte das células,
essas bactérias tém a capacidade de adquirir resisténcia aos biocidas, o que
também pode se traduzir para uma resisténcia a antibiéticos (White e McDermott,
2001).

Tendo em vista a versatilidade do processo sol-gel e das caracteristicas
estruturais da silica, ha uma variedade de aplicacbes para esse tipo de material.
Uma aplicacdo muito comum utilizada na agricultura e na industria € o
encapsulamento de biocidas. Estes compostos que, quando aplicados na forma
livre, podem ser tOxicos a outras espécies que ndo as de interesse. Na sua forma
encapsulada tem a sua liberacdo controlada e maior estabilidade frente ao meio.
Portanto, o presente trabalho explora diferentes rotas do processo sol-gel a fim criar
um sistema com liberagdo controlada, dadas as caracteristicas texturais de cada

uma delas.

3 METODOLOGIA

O trabalho foi realizado em duas etapas. Na primeira etapa foram estudados
os efeitos das quatro rotas no encapsulamento do PCMX. J& na segunda, uma das
rotas foi selecionada, no caso a Acida, para estudar o efeito das funcionalizacdes

promovidas pelos organosilanos sobre o encapsulamento.

3.1 Reagentes
Os reagentes utilizados foram trietoxisilano (TEOS) 98%, Sigma-Aldrich,
Etanol PA 95%, Quimica Moderna, acido cloridrico 37%, Quimica Moderna, hidroxido

de amoénio 30 %, Anidrol, fluoreto de aménio, Merck, cloroxilenol (PCMX) fornecido
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pela Dorf Ketal, (3-aminopropil)-trietoxi-silano 98% (APTES), Sigma-Aldrich,

trimetoxi-octasilano (C8) e trimetoxi-fenilsilano (Ph), Dow Corning.

3.2 Etapa 1 — Estudo das rotas

Nessa etapa foram preparadas 8 amostras a partir das rotas Acida, Basica,
Two-Steps e Fluoreto. A fim de facilitar a identificagdo foram utilizadas as
abreviaturas A, B, TS e F para as rotas mencionadas, respectivamente. Seguido de
C, para os controles que ndo continham o biocida e E para as amostras com biocida

encapsulado.

3.2.1 Preparo dos catalisadores

O catalisador acido, HCI 0,2 M, foi preparado transferindo 1,70 mL de HCI
37% para um baldo volumétrico de 100 mL. A solucdo foi avolumada com &agua
deionizada. O catalisador basico, NH4OH 0,2 M, foi preparado a partir de 1,14 mL de
NH4OH 30%, transferido para baldo volumétrico de 100 mL e avolumado com agua
deionizada. O catalisador fluoreto foi preparado com 1,8520 g de NH4F e 20,5000 g
de NH4sOH 30%, dissolvidos em agua e avolumado para 100 mL em baldo

volumétrico.

3.2.2 Rota Acida

Em um Béquer foram adicionados 10 mL de TEOS, seguido de 5 mL de etanol
e por fim 5 mL da solugcéo de HCI 0,2 M. A mistura ficou sob agitacdo até completa
gelificacdo. Na amostra contendo PCMX, este foi dissolvido primeiro em etanol antes

de ser adicionado.

3.2.3 Rota Basica

O procedimento nesta rota foi idéntico a rota acida exceto pelo catalisador
utilizado. Neste caso NH4OH 0,2 M ao invés de HCI 0,2 M.
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3.2.4 Rota Two-Steps

Em um Béquer foram adicionados 10 mL de TEOS, seguido de 5 mL da
solugéao de HCI 0,2 M, mantido por 30 min sob agitacdo, e por fim 5 mL da solucéo
de NH4OH 0,2 M. A mistura ficou sob agitacdo até completa gelificagdo. Na amostra
contendo PCMX, este foi dissolvido em TEOS.

3.2.5 Rota Fluoreto

Nesta rota foram preparadas duas solucdes, denominadas A e B. Na solucéo
A foram pesadas 2,63 g de TEOS e 4,89 g de etanol. J& a solucdo B foi preparada
com 4,89 g de etanol, 3,95 g de agua e 0,2 g de catalisador fluoreto. Uma vez que
as duas solucbes estavam homogeneizadas, a solucdo B foi transferida para a
solucdo A e mantida sob agitacdo até a gelificacdo. Na amostra contendo PCMX

este foi adicionado a solucdo B antes da mistura das duas fragées.

3.2.6 Secagem

Todas as oito amostras, quatro controles e quatro encapsulados, apos

gelificacéo, foram secas em estufa a 50 °C por 24 h.

3.3 Etapa 2 — Estudo das funcionalizacdes

ApOs a caracterizagdo e analise dos resultados da primeira etapa, o preparo
sofreu algumas alteracdes. As sinteses das quatro rotas se mantiveram as mesmas,
porém, ap0s a secagem as amostras foram lavadas com agua e etanol, filtradas e
secas em estufa novamente.

A adicdo de PCMX nessa segunda etapa se deu por impregnacao: 1 g de
silica foi suspensa em 20 mL de etanol contendo 100 mg do biocida e apés 1h foi
colocado em estufa a 50 °C até completa evaporacao do solvente.

Apés caracterizacdo das amostras impregnadas foi selecionada a rota acida
como a rota para se aplicar os agentes de funcionalizacdo (organossilanos): a saber,
(3-aminopropil)-trietoxisilano, trimetoxi-octasilano e trimetoxi-fenilsilano. Esses trés

modificadores foram adicionados na sintese junto com TEOS em uma proporcédo de
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9:1 de TEOS:organosilano, a mesma proporcédo molar utilizada por Escobar (2016).
As demais etapas de secagem, lavagem e impregnacédo foram idénticas as rotas
sem modificadores.

Nessa etapa foram utilizadas abreviaturas com prefixo A, referente a rota
Acida utilizada. Seguido da funcionalizacdo, APTES para o (3-aminopropil)-
trietoxisilano, C8 para o trimetoxi-octasilano e Ph para o trimetoxi-fenilsilano. E com

o sufixo C para os controles e E para as amostras encapsuladas.

3.4 Caracterizacdo das amostras

A analise de adsorcao de nitrogénio foi realizada em um equipamento modelo
TriStar Il 3020 da Micrometrics. As amostras foram tratadas a 150 °C sob vacuo por
16h. Para realizar as medidas tanto de tamanho de particula quanto de potencial
zeta foi utilizado um equipamento Zetasizer Nano ZS da Malvern. Para essa analise
as amostras foram preparadas pesando-se 1 mg de amostra em Eppendorf seguida
da adicdo de 2 mL de &gua ultrapura. Os Eppendorfs foram submetidos a 10 minutos
em banho ultrassénico antes das medidas. As andlises de espectroscopia no
infravermelho foram realizadas no modo de refletancia atenuada (ATR) em um
equipamento Spectrum two. Realizaram-se 8 varreduras de 4000 a 450 cm, com
resolucdo de 4 cm™.

Os ensaios microbiolégicos seguiram a metodologia de Ruiz-Rico et al (2017),
com algumas alteracdes. Foi preparada uma solucdo estoque de 10% (m/v) das
amostras em DMSO. Estas que foram submetidas por 2 min em banho ultrassénico.
Das solucdes-estoque foi retirado 1 uL e adicionado a 50 mL do meio. O inéculo,
diferente do artigo, foi 1% v/v de pré-inéculo em agua peptonada, 106 cel/mL (ATP).
O pré-in6culo foi obtido a partir de uma amostra coletada na empresa Dorf Ketal,
denominada “agua branca”.

Os ensaios de liberacdo realizados na Etapa 2 utilizaram a técnica de
espectroscopia no UV-Vis, em um equipamento da Varian, modelo Carry C100. A
massa de amostra, solvente e tempos de amostragem foram adaptados a partir do
procedimento proposto por Mardones et al (2022). Nessa abordagem, 10 mg das
amostras encapsuladas foram suspensas em 10 mL de etanol em tubo Falcon de 15
mL. Foram preparados tubos Falcon com essa suspensdo para cada tempo de

amostragem, que foram, 1h, 2h, 3h, 6h, 12h, 1d, 2d, 3d e 4d. As amostras foram
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filtradas em filtros de seringa de 0,45 ym de PTFE. As medicbes se deram no
comprimento de onda de 280 nm e a curva analitica preparada com o padréo foi na
faixa de 10 mg/L a 90 mg/L com 9 pontos. A equacao da reta foi y = 0,0102x - 0,0057
e 0 R? = 0,9999. Quando necessario, as amostras foram diluidas cinco vezes a fim

de manter a concentracdo em solucéo dentro dessa faixa.

4 ANALISE E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

4.1 Etapa 1 — Estudo das rotas

O tempo de gelificacédo das rotas fluoreto, acida, Two-steps e béasica foram 10
min, 20h, 20h e 7 dias, respectivamente.

4.1.1 Porosimetria de nitrogénio

A partir da porosimetria de nitrogénio os materiais podem ser classificados de
acordo com as isotermas que apresentam. Na Figura 2 sdo apresentados seis tipos
de isotermas. A isoterma tipo | é caracteristico de materiais microporosos. Tipo Il é
tipico de materiais macroporosos ou nao-porosos. Tipo Ill e V sdo incomuns, onde a
interacdo entre adsorvente e adsorvato séo fracas, diferindo no fato que a isoterma
tipo V apresenta histerese. A isoterma tipo IV corresponde a materiais mesoporosos.

J& a isoterma tipo VI é matérias ndo-porosos com adsor¢cao multicamada.
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Figura 2 — Tipos de isotermas.
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Fonte: Sing et al, 1985.

A Figura 3 apresenta os tipos de histereses que podem ser observadas nas
isotermas. Elas aparecem de acordo com o formato de poro que o material
apresenta. Uma histeres H1 corresponde a aglomerados que formam poros com
uma distribuicdo uniforme de tamanho. H2 é caracteristico de materiais com poros
no formato bottleneck, ou seja, interior de poro largo e saida estreita. H3 aparece em

materiais com poros em formato de fendas. J4 H4 sdo poros de fendas finas.
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Figura 3 — Tipos de histereses.
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Fonte: Sing et al, 1985.

Na Tabela 1 sdo apresentados os valores de area especifica calculados pelo
método BET e o volume de poro, calculados pelo método BJH. As amostras com
maior area especifica foram Acida e Two-Steps, porém seus volumes de poro foram

inferiores aqueles observados para as rotas que utilizaram catalise Basica e

Fluoreto.
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Tabela 1 — Areas especificas e volume de poro das amostras controle.

Volume total de poro (cm?3/g)

Amostra Area Especifica (m?/g)
AC 495 0,23
BC 305 0,87
TSC 460 0,21
FC 358 1,11

Fonte: autoria propria.

Essas tendéncias podem ser observadas nas isotermas apresentadas na

Figura 4: as isotermas (a) e (c), referentes as rotas Acida (AC) e Two-Steps (TSC),
de acordo com as definicdes da IUPAC, sdo do tipo |: materiais microporosos. Ja as
isotermas (b) e (d), rotas Basica (BC) e Fluoreto (FC), sdo do tipo V: materiais
mesoporosos. Cabe ressaltar que para essas duas isotermas tém-se histereses do
tipo H1, que de acordo com a IUPAC indicam poros formados por aglomerados de

esferas uniformes ou poros cilindricos bem definidos (Alothman, 2012).

Figura 4 — Isotermas das amostras controle
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4.1.2 Tamanho de particula e Potencial Zeta

Os tamanhos de particula observados na Tabela 2 tiveram grande
variabilidade entre amostras controle e encapsuladas, ndo havendo uma correlagéo
clara entre o tamanho de particula obtido para a sintese utilizada em cada caso. Ja
as medidas de potencial zeta indicam um aumento na carga das particulas contendo
cloroxilenol. Isso é bastante promissor, uma vez que a carga superficial das
particulas indica a forma de potencial interagdo com a membrana celular de
microorganismos, que por sua vez também tém a superficie carregada eletricamente
(Maillard, 2021).

Tabela 2 — Tamanho de particula e Potencial Zeta das amostras controle e

encapsuladas.

Amostras Diametro de particula (nm) Potencial zeta (mV)
AC 930 -23,93
BC 4660 -0,04
TSC 884 -27,63
FC 724 -19,20
AE 1121 -30,27
BE 1051 -29,83
TSE 884 -35,40
FE 315 -18,00

Fonte: autoria propria.

4.1.3 Espectroscopia molecular no infravermelho — modo transmitancia

A espectroscopia molecular no infravermelho no modo transmitancia foi
utilizado a fim de constatar se houve encapsulamento do PCMX dentro das matrizes
de silica. O espectro infravermelho do PCMX (Figura 5) caracteriza-se por um
estiramento da hidroxila, banda larga centrada em 3300 cm™ e estiramento C-H em
3000 cm das metilas na posicdo meta do anel. O estiramento C-C dos carbonos
aromaticos é visivel em 1466 cm™. O dobramento O-H do fenol esta presente por

volta de 1310 cme o estiramento C-Cl em 638 cm™.
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Figura 5 — Espectro de Infravermelho no modo transmitancia do PCMX.
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Fonte: autoria prépria.

Os espectros das matrizes de silica, produzida nas diferentes rotas, séo
apresentados na Figura 6. Observaram-se ai 0s picos caracteristicos da silica:
estiramento O-H por volta de 3400 cm™ e as bandas de estiramento assimétrico Si-
O-Si em 1100 cm?, balanco em 780 cm e dobramento em 460 cm™.

Na Figura 6 sao ainda apresentados o0s espectros das amostras
encapsuladas nas quatro rotas investigadas sobrepostas as suas respectivas
amostras controle. Além dos picos caracteristicos da silica observaram-se picos
provenientes da adicdo de PCMX: estiramento C-C aromatico centrado em 1466 cm-
1 e o0 estiramento C-Cl em 638 cm™. Nao houve um deslocamento maior que 4 cm-,
resolucdo empregada na medida, dos picos nas amostras encapsuladas em relagao
ao espectro de PCMX livre. A interagdo entre a matriz e a molécula se deu de forma

gue néo interferiu nos modos vibracionais do biocida.
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Figura 6 — Espectros de Infravermelho das quatro rotas, amostras controles e as
respectivas amostras encapsuladas: AC/AE, BC/BE, TSC/TSE e FC/FE.
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Fonte: autoria propria.

4.1.4 Espectroscopia molecular no infravermelho — modo ATR

As amostras foram comparativamente analisadas por espectroscopia no
infravermelho em modo de refletancia total. A comparacdo dos espectros obtidos
entre o0 modo de transmitancia e de refletancia permite comparar a distribuicdo do
biocida no interior da particula, na superficie da particula ou distribuido
uniformemente na amostra. Na Figura 7 é apresentado o espectro do PCMX no
modo ATR. Os principais picos se encontram nas mesmas posic¢oes, estiramento O-
H em 3300 cm, estiramento C-H em 3000 cm, estiramento C-C aromatico em

1466 cm™, estiramento O-H do fenol em 1310 cm?, estiramento C-Cl em 638 cm™.
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Figura 7 — Espectro de Infravermelho no modo ATR do PCMX.
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Fonte: autoria propria.

Nos espectros das amostras foi realizado um recorte em 1600 cm, ja que
nao houve picos com uma intensidade significativa e para se ter uma melhor
visualizacdo dos picos abaixo desse valor. Nos espectros de infravermelho dos
controles (Figura 6) apresentam algumas bandas caracteristicas. As bandas, ja
mencionadas, em 1100, 780 e 460 cm, referente a ligacdo Si-O-Si nos modos
vibracionais de estiramento, balango e dobramento, respectivamente.

JA para as amostras encapsuladas (Figura 8) é possivel observar o
aparecimento de novos picos. Esses picos séo oriundos da adi¢céo do cloroxilenol na
sintese. Sendo notavel perceber o estiramento C-C nas bandas em 1466 cm, da
ligacédo C-Cl em 638 cm™.

Foi avaliado de forma semi-quantitativa a propor¢do de PCMX na superficie.
Para tal fim, calculou-se a razéo entre as areas dos picos do estiramento C-C (1466
cm?) e estiramento C-Cl (638 cm™) em relacdo a um padréo interno. Nesse caso foi
utilizado o estiramento Si-O-Si (1100 cm™) como padréo interno. As razées de 1466

cm1/1100 cm? e 638 cm™/1100 cm™, para as quatro rotas foram, respectivamente:



27

4/1000 e 6/1000 para AE, 4/1000 e 3/1000 para BE, 5/1000 e 5/1000 para TSC e
1,6/100 e 1,4/100 para FE. A partir dessas razdes se observou que a rota Fluoreto
(F) concentra mais moléculas na superficie. O que pode ser relacionado a liberacéo

mais rapida, observada na Etapa 2, que essa rota tem em relacdo as outras.

Figura 8 — Espectros de Infravermelho no modo ATR das quatro rotas, amostras
controles e as respectivas amostras encapsuladas: AC/AE, BC/BE, TSC/TSE e
FC/FE.
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Fonte: autoria prépria.

4.1.5 Ensaios microbiologicos

Por fim, a avaliacdo por uma semana da atividade antimicrobiana pode ser
observada na Figura 9, que apresenta as placas inoculadas para cada periodo de
amostragem. As trés colunas a esquerda sdo apresentadas o controle positivo e as
amostras controle, sem biocida. Nessas placas € nitida a presenca de colbnias que
cobrem completamente as placas. Ja nas trés colunas a direita sdo apresentados os
resultados referentes ao PCMX livre e as amostras encapsuladas. H4 presenca de
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microrganismos em todas as amostragens da rota Basica, 4h e 24h do PCMX livre e

24 h para a rota Two-steps e para rota Fluoreto.

Figura 9 — Placas inoculadas com a suspensao das matrizes da Etapa 1.
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Fonte: autoria propria.

Como complemento, a Tabela 3 traz os valores de unidades formadoras de
colénias por volume. O controle positivo as matrizes controle apresentaram valores
superiores a 10® UFC/mL em todos os tempos de amostragem, o que na figura
anterior se observou como placas completamente cobertas. Os melhores resultados
apresentados foram das rotas Acida, Two-Steps e Fluoreto. Tiveram uma a¢&o mais
rapida em relacdo ao PCMX e que se mantiveram ao longo do tempo. Apenas a rota
Basica ndo mostrou um desempenho satisfatério, com concentracdes de 102
UFC/mL, potencialmente devido a interacdo entre o catalisador e a molécula de

cloroxilenol.



Tabela 3 — Valores de unidades formadoras de colbnias por de cada suspensao.
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Tempo de contato Amostra Dosagem (mg/L) UFC/mL
Controle positivo - > 103
PCMX livre 102
AC > 103
BC > 103
ah TSC =103
FC 200 > 103
AE 10!
BE 102
TSE 10t
FE 0
Controle positivo - =103
PCMX livre 102
AC > 103
BC > 103
oah TSC > 103
FC 200 > 108
AE 0
BE 103
TSE 10!
FE 10t
Controle positivo - > 103
PCMX livre 0
AC > 103
BC > 103
2 d TSC > 103
FC 200 > 103
AE 0
BE 102
TSE 0
FE 0

Fonte: autoria propria.
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4.2 Etapa 2 — Estudo das funcionalizacdes da matriz

ApGs a primeira etapa concluida optou-se por realizar a lavagem das matrizes
de silica apds a sua sintese, uma vez que a rota basica desativou o PCMX. Também
foi alterada a forma de adicdo do biocida: ao invés de se dar no inicio da sintese
realizou-se por impregnacao, ja que a razdo de TEOS/PCMX ndo se mantém para
silica/PCMX, devido ao fato de cada rota resultar em uma massa de silica diferente.
Para as novas matrizes produzidas com trimetoxi-octasilano (AC8) e trimetoxi-
fenilsilano (APh) levaram 24h para gelificar e a rota com (3-aminopropil)-trietoxisilano
(AAPTES) levou 7 dias.

4.2.1 Espectroscopia molecular UV-Vis

Outro critério utilizado para aprimorar a rota sol-gel foi a liberacdo ao longo do
tempo. Na Figura 10, é apresentada a liberacdo das quatro rotas ao longo do tempo.
Foi observado que a rota basica teve pior desempenho, apresentando os menores
valores de PCMX em solucdo, possivelmente desativando o biocida como foi
observado nos testes microbiol6gicos da etapa anterior. J4 a rota Fluoreto, apesar
de apresentar maior liberacdo também foi a que atingiu o patamar de concentracao
mais rapidamente, portanto presume-se que a liberagdo completa ocorra ainda nas
primeiras horas em contato com o solvente. As rotas Acida e Two-steps tiveram
comportamentos parecidos, diferindo apenas na liberacdo nas primeiras horas, onde

a rota acida € um pouco mais lenta.
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Figura 10 — Teste de liberacao das matrizes nao-funcionalizadas.
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Fonte: autoria propria.

A partir das curvas de liberacdo foi construido um gréafico com os ajustes
lineares das quatro rotas. Foram selecionados os pontos de 0 h a 3 h. A Figura 11
apresenta os quatro ajustes. As inclinacdes das retas foram de 40, 35, 46, 51 para
as rotas Acida, Basica, Two-steps e Fluoreto, respectivamente. Levando em
consideracéo as inclinacbes, as mais baixas foram as rotas Basica e Acida. Porém a
rota Basica teve menores valores de concentragdo em solugdo ao atingir o patamar
de concentracdo e na Etapa 1 foi a Unica ineficaz no controle do crescimento de
microrganismos. Portanto, foi selecionada a rota Acida para a adicdo de
funcionalizagoes.
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Figura 11 — Ajuste linear das matrizes nao-funcionalizadas nas primeiras horas de

liberacao.

B Concentragdo (mg/L) Rota Acida
—— Ajuste Linear Rota Acida
200 — @® Concentragdo (mg/L) Rota Basica

— Ajuste Linear Rota Basica
Concentragdo (mg/L) Rota Two-steps
i Ajuste Linear Rota Two-steps e
@ Concentragdo (mg/L) Rota Fluoreto pd
——— Ajuste Linear Rota Fluoreto L 2
150 ’
-
~
o J
E
e
Q
AT -
S 100
©
=
c
oy J
o
c
o
O 504
0 5 T T T T T T
0 1 2 3
Tempo (h)

Fonte: autoria propria.

Na etapa seguinte, trés agentes de funcionalizacdo organosilanos foram
utilizados: (3-aminopropil)-trietéxi-silano  (APTES), trimetoxi-octasilano (C8) e
trimetoxi-fenilsilano (Ph). Novamente, os testes de liberacdo em etanol foram
realizados, apresentados na Figura 12. Observou-se para a rota contendo APTES
menor liberacdo. O carater basico da cadeia lateral pode ter desativado o biocida
assim como a rota béasica. J& os modificadores C8 e Ph, duas cadeias hidrofébicas,
uma alifatica e a outra aromatica, tiveram desempenhos similares. Dentre os trés
modificadores propostos, o C8 teve maior liberagcdo ao longo do tempo. Porém, as
trés matrizes tiveram um comportamento semelhante, isto é, atingiram o patamar de

concentragéo ainda nas primeiras horas.
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Figura 12 — Teste de liberacdo das matrizes funcionalizadas.
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Fonte: autoria propria.

4.2.2 Porosimetria de nitrogénio

As isotermas obtidas pelo método BET (Figura 13) mostram um
comportamento similar para as matrizes obtidas na etapa anterior do trabalho. Para
a rota AAPTES h& o comportamento de uma isoterma tipo 1V, ou seja, um material
mesoporoso. Possivelmente, o carater basico da cadeia lateral predomine sobre o
catalisador empregado na sintese. Ja as rotas AC8 e APh apresentaram isotermas
do tipo I, tipico da rota &cida, caracteristicas de materiais microporosos. A rota
AAPTES ainda apresenta uma histerese do tipo H1, que indica um aglomerado de
esferas de tamanhos uniformes, comum para uma rota basica, ou canais cilindricos
bem definidos. As outras duas rotas apresentam histereses do tipo H4, ou seja,
poros no formato de fendas estreitas: cavidades geradas pela presenca de cadeias

laterais alifaticas e aromaticas na estrutura da silica.
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Isotermas de adsorcéo das amostras controle: (a) AAPTES,(b) AC8 e (c)
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Fonte: autoria propria.

Por fim, a Tabela 4 traz um resumo das areas especificas e volume de poro

de cada uma das rotas contendo organosilanos, sendo a de menor area e volume de

poro a AAPTES e a de maior a rota APh. Em conjunto com as Figuras 10 e 12, dos

ensaios de liberacdo e a Tabela 1, os resultados sugerem que a liberacdo se da mais

rapidamente a medida que o volume de poro da matriz aumenta.

Tabela 4 — Areas especificas e volume total de poro das matrizes funcionalizadas.

Amostra Area especifica (m?/g) Volume total de poro (cm?3/g)
AAPTES 245 0,40

ACS8 630 0,43

APh 840 0,52

Fonte: autoria propria.
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4.2.3 Espectroscopia molecular no Infravermelho — modo ATR

Assim como na etapa anterior as bandas de siloxano em 1100, 780 e 460 cm"
1, aparecem no espectro dos controles (Figura 14). Novamente foi realizado um
recorte nos espectros acima de 1600 cm, ja que para os nimeros de onda acima
desse valor ndo houve aparecimento de picos relevantes.

Os picos do PCMX aparecem nas matrizes ap0s o encapsulamento, para as
amostras AC8 e APh (Figura 14). O estiramento C-C aromatico em 1466 cm™ e o
estiramento C-Cl em 638 cm™.

A avaliacdo semi-quantitativa se deu nos mesmo picos da etapa anterior. Os
valores de 1466 cm /1100 cm e 638 cm foram, respectivamente: 6/1000 e 6/1000
para AAPTES e 1,7/100 e 1,7/100 para AC8 e APh. Como observado no teste de

liberacao, a declividade das curvas de AC8 e APh foram superiores a de AAPTES.

Figura 14 — Espectros de Infravermelho no modo ATR das trés rotas, amostras
controles e as respectivas amostras encapsuladas: AAPTES C/AAPTES E, ACS8
C/AC8 E e APh C/APh E.
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Fonte: autoria propria.
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4.2.4 Ensaios microbiologicos

Por fim, a atividade antimicrobiana dos trés novos sistemas foi testada como
descrito anteriormente. Foi observada a inibicdo do crescimento de colénias em
todos os tempos de amostragem, 4 h, 24 h e 7 d. Na Figura 15 podemos observar as
placas inoculadas contendo a suspensdo mais a cultura de bactérias. Nao ha
crescimento visivel de biofilme ou colénias para as amostras AAPTES, ACS8, APh e
PCMX.

Figura 15 — Placas inoculadas com a suspensao das matrizes com organosilanos.
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Fonte: autoria propria.
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A Tabela 5 mostra o numero de unidades formadoras de coldnias presentes
em cada placa. Como observado na Figura 13, a tabela demonstra que ndo ha
deteccdo de colbnias nas trés rotas e no PCMX no periodo de 7 dias, apenas no
controle positivo.

Tabela 5 — Valores de unidades formadoras de colbnias das suspensdes contendo

organosilanos.

Tempo de contato Amostra Dosagem (mg/L) UFC/mL

Controle Positivo - >10°
PCMX livre 0
4 h AAPTES
AC8
APh
Controle Positivo -
PCMX livre
24 h AAPTES
AC8
APh

o

100

\%

o
w

100

\
o O O O b OO O O kr O o

o
w

Controle Positivo -
PCMX livre
7d AAPTES
ACS8
APh

100

Fonte: autoria prépria.

5 CONSIDERACOES FINAIS

As caracterizacdes das matrizes de silica revelam que os soélidos sintetizados
via diferentes rotas sol-gel sdo materiais com grande area especifica e com
estruturas microporosas ou mesoporosas. Os espectros de infravermelho confirmam
0 encapsulamento efetivo das moléculas de cloroxilenol. A adicdo de organosilanos
na sintese promoveu mudancas estruturais importantes que se traduziram nos

resultados de liberacdo e atividade antimicrobiana. Foi observada a atividade na
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acao antimicrobiana para trés dos quatro sistemas na Etapa 1 e atividade para todos
0s sistemas propostos na Etapa 2. Apenas a rota basica, na Etapa 1, nao foi eficaz
para evitar o crescimento de colbnias bacterianas.

Foi observado que a velocidade de liberagdo pode estar relacionada aos
tamanhos de poro das matrizes de silica e a abundéancia de espécies na superficie
da matriz. Isso porque a liberacdo se deu mais rapida para 0s sistemas que
apresentaram maiores volumes de poro e maior razdo entre as areas dos picos de
infravermelho no modo ATR. O tamanho de particula obtido por DLS na Etapa 1 ndo
apresentou uma correlacéo clara com os demais resultados. Por isso optou-se na
Etapa 2 nado repetir essa caracterizacdo. Os grupos funcionais introduzidos nas
matrizes aparentemente nao tiveram uma influéncia direta na liberacdo. Apenas uma
influéncia indireta no controle de area especifica e volume de poro das matrizes
produzidas.

Os resultados, até aqui obtidos, sugerem que ha ainda ha espaco para
melhorias nos sistemas propostos. A fim de evitar desativacao do biocida, além da
lavagem com &gua e etanol, realizada na segunda etapa do projeto, poderia ser
realizada uma lavagem acida a fim de evitar qualquer sitio basico na superficie da
silica. Os ensaios de atividade antimicrobiana também podem ser melhorados,
testando dosagens menores e maiores tempos de exposicdo dos microrganismos
aos sistemas encapsulados. Além disso, hd uma variedade de organosilanos que
contém outras cadeias laterais que podem alterar a afinidade com a molécula de
interesse. Se adicionados na sintese podem alterar o tempo de liberacdo de

biocidas, prolongando o efeito desejado.
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