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RESUMO

Devido aos danos que alguns fungos podem causar em superficies Opticas, hd a
necessidade de abordagens que inibam a interacdo fungo-vidro. Assim, a presente tese
estabelece protocolos de funcionalizacéo de superficies de vidro com organosilanos, por
processo sol-gel, e posterior recobrimento por composto com efeito antiadesivo para
fungos. A funcionalizacdo permite o controle de propriedades fisicas e quimicas do
substrato, e assim, a interacdo com compostos quimicos de interesse. Para identifica-los
diferentes compostos foram investigados quanto aos seus potenciais de inibicdo de
desenvolvimento e adesdo do fungo Aspergillus niger, utilizado como fungo modelo.
Dentre os compostos, destacaram-se eugenol e citral, pela capacidade de inibir a adesao
de A. niger. Entdo deu-se inicio ao processo de funcionalizacédo das superficies de vidro.
Para isso, o organosilano (3-aminopropil)trietoxissilano (APTES) foi utilizado devido a
possibilidade de controle da organizagéo e espessura dos filmes produzidos, parametros
importantes para a manutengdo das caracteristicas Opticas do vidro. De acordo com
anélises de transmitadncia e testes de adesdo celular, os substratos de vidro
funcionalizados com diferentes concentracdes de APTES ndo apresentaram efeitos,
como perda de transparéncia ou acdo antifungica. Entdo, fez-se a exposicdo dos
substratos funcionalizado a diferentes concentracdes de eugenol, para a producdo do
recobrimento antiadesivo. A partir dos testes de adesdo celular, substratos expostos a
solucdes de eugenol foram capazes de inibir a adesdo de A. niger. Ressalta-se que esse
efeito foi observado para todas as concentracfes de APTES, porém ndo houve inibi¢do
na auséncia de funcionalizacdo. Por fim, imagens adquiridas através de lentes
modificadas com estes recobrimentos foram submetidas a anélises de similaridade e de
percepcdo humana, através das quais, evidenciou-se a manutencdo da imagem e, desta
forma, a potencialidade do recobrimento para dispositivos Opticos. Além disso,
investigacdes sobre a sintese de nanoparticulas de silica (condicBes; incorporagdo de
antifungico; testes de acdo contra A. niger) foram estabelecidas a fim de desenvolver as
etapas iniciais para a elaboragdo de recobrimentos multifuncionais, baseados no

ancoramento de nanoparticulas.

Palavras-chave: sol-gel; superficie; antiadesdo; nanoparticulas; multifuncional.
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ABSTRACT

Approaches for preventing the fungi-glass interaction may be required due to the harm
that fungi can cause to optical surfaces. Thus, this thesis offers protocols for anti-
adhesion compounds combined with the sol-gel process to functionalize glass surfaces.
This strategy allows tuning surfaces' physical and chemical properties to interact with
certain compounds. Different substances, in which eugenol and citral had been
highlighted, were tested to verify their potential to inhibit Aspergillus niger
development and adhesion onto the glass surface. The glass functionalization with
organosilane (3-aminopropyl)triethoxysilane (APTES) was applied for the possibility of
controlling its film thickness and structuring, which might be crucial for preserving the
glass optical properties. The results of the fungus adhesion experiments and the
transmittance analysis revealed that substrates modified within a range of APTES
concentrations maintained their transparency without any antifungal effects. Then, the
functionalized substrates were exposed to eugenol solution for producing the anti-
adhesive coating and applied to A. niger adhesion experiments. The results showed their
potential for inhibiting A. niger adhesion, even at different APTES concentrations. It is
worth noticing that no inhibition was verified in the absence of APTES
functionalization. Finally, digital images were taken through anti-adhesive modified
lenses and compared to the control one by similarity analysis, using the color spaces
RGB and L*a*b, and, moreover, by human eye perception with the help of an online
self-perception form. Their results revealed the maintenance of the image
characteristics, which presented high similarity with those stated as control, reinforcing
the potentiality of these coatings for application on optical devices. Furthermore, some
aspects of the silica nanoparticles synthesis were investigated (experimental conditions;
antifungal addition; activity against A. niger) for providing the initial steps to elaborate
multifunctional coatings based on modified nanoparticles anchoring onto glass surface.

Keywords:  sol-gel; surface; antiadhesion, nanoparticles;  multifunctional.
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1. Introducéao

Componentes Opticos tornaram-se abundantes e de grande importancia em
atividades rotineiras, sendo essenciais em ferramentas cientificas, comerciais e sociais.
Podem ser encontrados nas mais variadas formas, de acordo com a sua finalidade. Um
exemplo para ilustrar essa presenca é o uso de smartphones. Segundo o Fundo
Monetério Internacional, em 2019 foram vendidos cerca de 1,37 bilhdes de novos
smartphones !, comercializados em diversas marcas e modelos, porém com uma
caracteristica comum a muitos deles: a presenca de (a0 menos uma) camera embutida,
composta por diversas lentes, espelhos, entre outros componentes opticos. Cenarios
como este influenciaram o desenvolvimento, difusdo e aplicacdes de sistemas Opticos.
Assim, em uma sociedade capaz de filmar, fotografar transmitir em altas resolucdes, na
qual técnicas de imageamento ultrapassam antigos limites e estabelecem novas
possibilidades, onde equipamentos sdo mais compactos e com maior resolucéo, pode-se
entender o impacto do desenvolvimento, aprimoramento e manutencdo de componentes

opticos.

A manutencdo da qualidade de componentes Opticos tem sido um ponto de
grande interesse e, dentre os diversos fatores que dificultam este processo, estd a
contaminagdo por fungos. Os primeiros estudos envolvendo fungos em componentes
Opticos, sobre os quais se tem conhecimento, foram estabelecidos a luz da Guerra do
Pacifico (1939 — 1945), segundo Turner e colaboradores 2. Neste estudo, os autores
relataram os intensos problemas causados pelo crescimento de fungos em indmeros
instrumentos das tropas aliadas, ao chegarem a Nova Guiné. Segundo Turner e col. 2 0s
problemas foram agravados devido ao clima tropical — caracterizado por temperatura
moderada e alta umidade —, aliado a falta de estudos prévios sobre a infeccdo e
deterioracdo de instrumentos opticos por fungos. Além disso, tal falta de conhecimento
também levou a destruicdo de equipamentos novos, devido ao armazenamento destes
em capas de couro e em caixas de madeira, mantendo condi¢bes de umidade,
temperatura, fluxo de ar, iluminagéo e nutrientes adequados para o desenvolvimento dos
fungos. Em poucas semanas 0s instrumentos de guerra estavam inutilizados, devido ao
rapido crescimento dos fungos sobre as superficies oOpticas, obscurecendo e corroendo
lentes e prismas. Segundo os autores, os fungos isolados destes equipamentos com
maior frequéncia foram Penicillium spinuloeum, P. commune, P. citrinum, Aspergillus

niger, Trichoderma viride, Mucor racemosus, e M. ramannianus. A fim de evitar os
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danos causados pelos microrganismos, principalmente em um cenario téo critico quanto
aquele, os pesquisadores propuseram alternativas baseadas na dessecacéo e esterilizagéo
de novos equipamentos enviados, garantindo principalmente um ambiente limpo e
isolado do meio externo, uma vez que as células flngicas poderiam ser carreadas
livremente pelo ar ou em particulas de poeira 2. Entretanto, o comité das forcas aliadas
compreendeu as indmeras limitagcdes destas alternativas, pois com o manuseio dos
equipamentos em campo, haveria contaminagdo com material organico (como gordura,
terra, etc.) e com ela o possivel crescimento de fungos. Entdo, pesquisadores
propuseram o uso de um fungicida volatil dentro dos equipamentos, evitando assim a
sobrevivéncia e o crescimento dos fungos. Porém, o composto deveria apresentar alguns
requisitos: (i) ser ativo contra os possiveis contaminantes; (ii) possuir alta volatilidade;
(iii) possuir estabilidade a umidade e temperatura (a0 menos 60 °C); (iv) apresentar
atividade prolongada (anos); (v) ndo possuir potencial corrosivo; (vi) ser atdxico para
humanos; (vii) possuir potencial repelente a acaros (potencial carreador de fungos na
regido); (viii) estar disponivel em tempos de guerra. Os cientistas avaliaram inimeros
compostos com atividade antifingica ja conhecida, porém todos foram ineficientes

frente as condi¢bes impostas.

Com a descoberta do potencial supressor de germinacdo, tiosalicilato de
etilmercario sodico (MTS; conhecido atualmente como Timerosal), Turner e col. 2
propuseram a incorporacdo do fungicida a tinta de revestimento dos equipamentos.
Mesmo com a baixa volatilidade na forma de p6 ou quando disperso em tinta, 0 MTS
pareceu muito promissor, uma vez que sua volatilidade aumentava expressivamente ao
ter contato com vapor d’dgua, condi¢do constante nos territérios de Nova Guiné.
Durante os experimentos, 0s pesquisadores demonstraram o potencial antifingico do
MTS a curto e longo prazo, simulando as condi¢fes encontradas pelas tropas na ilha. De
acordo com Trikojus " o elevado potencial do MTS poderia estar relacionado a
formacdo de hidroxietilmercurio. Durante a elaboragdo desta tese, ndo foram obtidas
informacdes sobre a continuacdo do uso de MTS para este fim, o que pode estar
relacionado aos graves danos causados pela espéecie etilmercurio e hidroxietilmercurio a

diferentes organismos 8° .

Em 1952, Teitell e Berk *° divulgaram um estudo de campo, no qual inGmeros
bindculos e telescopios foram expostos ao clima do Canal do Panama, a fim de

investigar o crescimento de fungos nos componentes opticos destes instrumentos frente
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a diferentes métodos de prevencdo: agente desumidificante — silica gel —, inibidor
fangico — acetato de meta-cresila, tiocianoacetato de fenchila e MTS —, material
radioativo — folhas de Radio —, e radiagcdo ultravioleta. Dentre os inibidores fungicos
apenas m-cresil acetato apresentou capacidade de inibir o crescimento fangico nas
condi¢des investigadas, porém o alto potencial corrosivo do composto quando
hidrolisado, tornou-o inviavel de ser utilizado. O uso de MTS ndo promoveu a inibigdo
de fungos nos equipamentos, divergindo dos resultados dispostos no estudo de Turner e
col. 2. O uso de silica gel e radiagdo ultravioleta demonstrou ser ineficaz, devido ao
curto periodo de acdo. Em 1956, os autores publicaram os resultados sobre o uso de
radiacdo ionizante para prevencéo de crescimento fingico !, mas o método também se

mostrou ineficaz.

O impacto negativo do crescimento de fungos em equipamentos &pticos
continua sendo investigado (como cameras, microscopios, estereoscopios cirirgicos e
outros) 12716 e, sobretudo, estratégias de prevencio tém sido propostas. Estas estratégias
exigem condi¢cdes de armazenamento ideal, feito por acondicionamento em sala
constantemente refrigerada e ventilada, com baixa umidade (inferior a 65 %), e 0 uso de
capa protetora para evitar o contato entre equipamento e poeira — potencial carreador de
fungos ¥°17 — adicionando agentes dessecantes (como silica gel) sempre que possivel.
Além disso, exposicao periddica dos equipamentos a luz solar ou radiacéo ultravioleta,
constante limpeza e secagem das superficies Opticas, e verificacdo periddica por
profissional capacitado '271¢, fazem parte de protocolos recomendados. No entanto, tais
condicBes dificilmente sdo alcancadas, sendo muitas vezes impraticaveis a
equipamentos utilizados em atividades de campo, por exemplo.

Para os cenarios nos quais condic¢des ideais de armazenamento e manutencao sao
dificeis, estudos estabelecem formas de remediar o problema, ou seja, remover 0s
fungos desenvolvidos sobre os materiais dpticos 126, Estes métodos podem utilizar
produtos quimicos agressivos (fungicidas, oxidantes, entre outros), remog¢do mecénica
por raspagem ou ultrassom, solventes organicos (alcoois ou acetona, esta Gltima pode
apresentar  incompatibilidade com recobrimento antirreflexo), entre outras
possibilidades. Todavia, todas estas abordagens necessitam que equipamento seja
desmontado, gerando possiveis danos causados por este tipo de manuseio, somado aos

danos inerentes aos tratamentos quimicos ou fisicos para a limpeza. E necessério
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destacar que nenhuma destas alternativas ameniza os danos causados pelos fungos,

devido ao ataque e corrosdo dos componentes opticos 3.

Frente aos riscos apresentados pelas alternativas baseadas em inibicdo por

fungicidas, a inviabilidade de armazenamento e manutencdo em condi¢Oes ideais e 0s

efeitos negativos de estratégias remediativas, é possivel identificar uma lacuna que

precisa ser melhor investigada e preenchida, e para isto, esta tese serd desenvolvida a

fim de estabelecer propostas para inibir o crescimento de fungos em componentes

opticos utilizando tecnologia de filmes finos.

2. Objetivos

Investigar a viabilidade de recobrimentos Opticos transparentes com atividade

contra adeséo flngica, através de técnica sol-gel para funcionalizagdo de superficies e

modificacdo com compostos naturais com propriedades antifingicas.

2.1.

Objetivos especificos

Compreender as potencialidades e as limitagdes da técnica sol-gel na formacédo
de filmes finos de organosilanos sobre superficies Opticas;

Investigar o potencial antiadesivo contra fungos, de filmes finos produzidos
pelo ancoramento de compostos naturais sobre superficies Opticas
funcionalizadas com organosilanos;

Avaliar a aplicabilidade dos recobrimentos em componentes dpticos, a partir de
testes de similaridade e percepcdo de cores, utilizando camera embutida de
smartphone;

Explorar a produgdo de nanoparticulas e o encapsulamento de compostos
antifungicos naturais, assim como sua aplicabilidade na inibicdo de

desenvolvimento fangico;
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3. Revisdo bibliogréafica
3.1. Fungos e lentes

Fungos séo organismos onipresentes na natureza, onde desempenham papeis
fundamentais em diversos processos como fixacdo e redistribuicdo de nutrientes, e
modulacdo biogeoquimica de ecossistemas, entre outros ¥2°, O destaque de fungos
como agentes biogeomoduladores pode ser atribuido a capacidade de produzirem uma
ampla variedade de enzimas e metabolitos que possibilitam a degradacdo de diferentes
matrizes, além da transformagéo de minerais com composic¢des distintas '#°2!, Fungos
podem estar associados a inimeros processos de modificacdo geoquimica, uma vez que,
devido a producdo de metabodlitos com capacidade mineral-transformadora, podem
promover eventos decomposicao, bioacumulagéo e biotransformacéo, que por sua vez,
podem ser associados a mudancas ambientais locais e globais. Estas caracteristicas
fazem destes micro-organismos 0s principais agentes de biodeterioracdo (deterioracdo
por acdo bioldgica) de materiais a base de minerais 8. Frente a isto e, aliado ao fato de
que silicatos compdem a maior classe de minerais no planeta %23, o potencial de fungos
como agente de biodeterioracdo de materiais a base de silica e/ou silicatos, como por

exemplo o vidro, tem atraido a atencdo de diferentes grupos de pesquisa 242

A biodeterioracdo ou bioalteracdo do vidro, pode, para fins de racionalizagéo,
ser separada em biofisica e bioquimica, 2?7, conforme ilustrado pela Figura 1.
Alteracdes biofisicas podem ser compreendidas como efeitos decorrentes da presenca
do fungo sobre o material (agdo ndo-especifica), ou da presenca de determinada
estrutura celular, que por sua vez desempenha alguma funcdo especifica (acdo
especifica). Conforme esquematizado por Weaver et al. %5, este tipo de bioalteracio
pode ser organizado como geral, devido ao desenvolvimento regular da massa fangica, e
induzida, onde estruturas especificas produzem modificagbes no material. A
classificacdo bioquimica pode ser caracterizada por modificacbes causadas por
interacbes ativas ou passivas. No caso de interagOes ativas, o fungo produz algum
metabolito para acessar determinado componente/nutriente da matriz. Por outro lado,
em interacdes passivas, 0s danos causados ao substrato sdo decorrentes de compostos

liberados como parte do ciclo de vida do organismo. Dentre 0s processos de
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bioalteracdo em vidro, estdo o biopitting (corrosio por pite! induzida por micro-
organismos), a biomineracao (producdo de gravuras sobre o vidro por solubilizagéo da
matriz), microfissuracdes, alteragdes de coloragéo, opacidade, entre outros.

Bioquimico Biofisico

Ativo Especifico

Figura 1. llustracéo de processos de bioalteracéo de vidro envolvendo mecanismos
biofisicos ou bioquimicos. A esquerda, estdo exemplificados os mecanismos de a¢éo
envolvendo processos bioquimicos passivo — onde a bioalteracdo do vidro ocorre
pelo contato com metabdlitos liberados durante o ciclo de desenvolvimento do
fungo — e ativo — onde ha a liberacdo de compostos com alguma finalidade, como
por exemplo, a extracdo de nutriente do vidro. A direita, estdo exemplificados os
mecanismos de acdo envolvendo processos biofisicos nao-especifico — onde os
efeitos sdo causados pelo desenvolvimento geral do fungo, como em casos de
obstrucao visual, pelo crescimento da biomassa — e especificos — onde a alteracéo
esta associada a alguma estrutura que desempenha efeitos especificos, como o caso
de penetracéo por hifas.

Segundo Vicklund 3, estes tipos de efeitos decorrentes do crescimento de
fungos em lentes e outros componentes Opticos foram compreendidos como um dos
principais fatores associados a inviabilizacdo de equipamentos Opticos utilizados

durante a Guerra do Pacifico. Esta observacdo foi ratificada por outras investigacdes

! Corrosdo por pite é um tipo de corroséo de carater local, na qual uma pequena regido, em geral circular,
é afetada, enquanto grande parte da superficie se mantém intacta. Comumente € observada na forma de
pequenos pontos, nos quais a profundidade do dano é muito maior do que o diametro observado na
superficie %
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21032 onde foi relatada a recorréncia de fungos dos géneros Penincillum, Aspergillus,

Trichoderma, em instrumentos Opticos. Estes micro-organismos estariam associados a
diferentes danos aos equipamentos, como a diminui¢do de luz transmitida, perda de
definicio, e até obstrucdo completa da imagem 23!, Segundo Turner et al. 2, ap6s alguns
meses em contato, a superficie do vidro poderia apresentar gravuras com formato
similar as estruturas fangicas, gerando danos permanentes ao componente Optico.
Contextualizado aos estudos que investigam os efeitos da interagdo fungo-vidro 242628
as observacOes feitas por Turner et al. 2 & época, podem ser atribuidas a processos de
biocorrosao da superficie devido a secrecdo de acidos organicos e/ou agentes quelantes
pelo fungo. Gorbushina e Palinska ?® investigaram a capacidade de desenvolvimento de
fungos sobre superficie de vidro na auséncia de nutrientes essenciais como fontes de
nitrogénio e fosforo. Para isso, as autoras avaliaram a interacdo de fungos
recorrentemente isolados de vitrais de um antigo mosteiro de Haina (Hesse, Alemanha).
De acordo com as pesquisadoras, diferentes estruturas fungicas foram identificadas de
acordo com a regido e o tipo de dano sobre a superficie de vidro 28. Segundo o estudo,
os fungos apresentaram estruturas bem desenvolvidas (hifas, micélio e biofilme) mesmo
na auséncia de nutrientes essenciais (Figura 2A), indicando a possibilidade de
extracdo/lixiviacdo destes a partir do vidro, pela liberacdo de metabdlitos, o que também
pode estar associado a formacédo de cristais ao longo da estrutura (superficie e interior),
levando a regides de maior tensdo e, em alguns casos, fissuras, conforme Figura 2B e
2C. Outro aspecto importante verificado pelas autoras é a possibilidade de o fungo
produzir padrdes de corrosdo (biocorrosdo) sobre a superficie do vidro, devido a
solubilizacdo da estrutura induzida por &cidos organicos e/ou agentes quelantes
secretados (Figura 2D).
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Figura 2. Micrografias obtidas por Gorbushina e Palinska 28 em experimentos

induzindo o crescimento fangico sobre substratos de vidro. Imagem adaptada de
Gorbushina e Palinska %, sob autorizagdo. Copyright © 1999, Kluwer Academic

Publishers

Carmona et al. 25 observaram processos de biodeterioragio similares, em painéis
de vitrais da Cartuja de Miraflores (Espanha). De acordo com o grupo, as superficies
dos vitrais apresentaram diversas regides de corrosdo por pite, nas quais, em geral,
estruturas fangicas puderam ser identificadas, conforme Figura 3. Além disso, efeitos

como alteracdo de cor e microfissuras foram observados.

Figura 3. (A) Danos observados sobre a superficie de painéis de vitrais através de
microscopia eletronica de varredura, atribuidos a processos de biocorroséo. (B e
C) Estruturas fungicas desenvolvidas junto as regies de corrosédo sobre o vidro.
Imagem adaptada de Carmona et al. %6 sob autorizacdo. Copyright © 2006 Elsevier
Ltd.

Vicklund 3 e Turner et al. 2 propuseram que o desenvolvimento dos fungos se

daria a partir da germinacéo de esporos sobre particulas de poeira, residuos organicos,
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ceras, etc., depositados sobre o vidro, seguido pelo espalhamento dos corpos
filamentosos pela superficie do material. Estas hipoteses estdo em acordo com 0s
experimentos de inducdo de contaminacdo de superficies de vidro, realizados por
Richards 32, nos quais a exposicdo de lentes, devidamente limpas e esterilizadas, a
esporos e, até mesmo a pequenos pedacos de micélio, ndo apresentaram
desenvolvimento do fungo. De fato, a possibilidade de que particulas de poeira atuem
como carreadores e fonte de nutrientes para o desenvolvimento de fungos tem atraido a
atencdo de diferentes grupos de pesquisa >>3334 Segundo estes estudos, esporos de
fungos dos géneros Penicillium, Aspergillus e Cladosporium estdo recorrentemente
associados a particulas de poeira suspensas na atmosfera, em ambientes urbanos e rurais
42021 Segundo Dannemiller et al. 3 as quantidades de carbono organico e outros
nutrientes (nitrato, fosfato e sulfato) disponiveis em particulas de poeira podem ser
superiores as necessarias para o crescimento bioldgico. No entanto, Parkinson et al. %
identificaram, através de estudo voltado ao desenvolvimento de fungos em silica gel,
que fungos como Aspergillus niger podem apresentar crescimento sobre o material
mesmo na auséncia de fontes (adicionadas) de nitrogénio e carbono, corroborando com
os resultados do estudo elaborado por Gorbushina e Palinska 28, que propuseram a
possibilidade de alguns fungos utilizarem compostos secretados para a solubilizagéo de
nutrientes essenciais presentes na estrutura do vidro, levando a bioalteragcbes por

processos bioquimicos ativos.

Em 2021. Ngo et al. *® investigaram o desenvolvimento de fungos sob
componentes épticos de bindculos expostos em museus do Vietnd. De acordo com o
grupo, fungos dos géneros Aspergillus e Penincilium foram predominantes, presentes
em 43,8 % e 31,3 % das amostras investigadas. Em experimentos de simulacdo de
biodeterioragdo do vidro, apds 28 dias de incubacdo de fungos como Aspergillus niger e
Penicillium ramusculum, o material apresentou diminuicdo de 40 a 50 % da luz
transmitida (faixa de observacdo: 400 a 800 nm). Além disso, mesmo apos
procedimentos de limpeza para eliminagdo dos fungos desenvolvidos sobre as
superficies, foram observadas reducbes no percentual de luz transmitida, quando
comparado aos controles (vidros sem exposicdo a fungos). Conforme Figura 4, 0s
autores atribuiram estes efeitos ao desenvolvimento de estruturas fangicas aderidas ao

vidro, assim como aos danos permanentes causados por processos de biocorrosao,
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evidenciando, desta forma a atualidade do tema e o impacto que 0 mesmo detém sobre

itens utilizados em diferentes areas.

A B C

Figura 4. Micrografias realizadas em oculares de bindculos disponiveis em museus do
Vietnd, indicando a presenca de esporos (A), hifas desenvolvidas (B) e padrbes de
lixiviacdo ocasionados pelo desenvolvimento fungico, observados apds a limpeza das
lentes (C). Imagem adaptada de Ngo et al. %, sob autorizagdo. (Licenciado sob CC BY
4.0 - https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/)

Neste contexto, a existéncia de agentes — com propagacdo facilitada pelo ar,
capacidade de sobrevivéncia e desenvolvimento em condi¢des minimas de nutrientes,
além de consideravel potencial de biodeterioracdo — expBe a necessidade de
desenvolver estratégias preventivas, a fim de garantir a manutencdo de equipamentos

opticos.

3.2.  Inibicao de fungos em componentes épticos

Estratégias baseadas em minimizacdo de exposi¢do dos componentes Opticos ao
ambiente, manutencdo dos mesmos em condicdes ideais, e procedimentos para a
remediacdo da contaminacdo %4 tém sido valiosas ferramentas na preservagio dos
materiais. Porém, estas condi¢des de armazenamento se mostram impraticaveis em
diversas situacdes e, mesmo em condi¢des proximas das ideias, a propagacéo facilitada
de fungos por diferentes ‘“veiculos” torna altamente complexo o controle da
contaminacdo. Além disso, as abordagens para remediacdo da contaminacdo envolvem
procedimentos complexos como a desmontagem do sistema e a exposicdo dos

componentes Opticos a procedimentos quimicos e/ou mecanicos de limpeza 2134,
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Frente a isso, abordagens desenvolvidas para minimizar/inibir a interacdo fungo-
substrato, como por exemplo, superficies antimicrobianas, cujas caracteristicas fisicas
e/ou quimicas podem proporcionar alguma interferéncia no processo de adesdo celular,

apresentam-se com potenciais ferramentas na manutencdo de componentes 6pticos.

3.2.1. Superficies antimicrobianas

Superficies antimicrobianas podem ser compreendidas como superficies capazes
de inibir a contaminacdo por fungos e bactérias, através de inibicdo no processo de
adesdo celular ou por danificacdo direta ou indireta de estruturas celulares 7. Estas
propriedades podem ser decorrentes de estruturas fisicas especificas e/ou da composicao

quimica da superficie 8.

Superficies com estruturas fisicas especificas ou nanoestruturadas sdo aquelas
nas quais ha a ocorréncia de padrdes fisicos com dimensdes nano e micrométricas 3%,
A ocorréncia natural dessas estruturas, que se da em algumas plantas e insetos, permite
investigacOes quanto as suas funcdes, mas também possibilita a elaboracdo de processos
sintéticos que mimetizem esses padrbes em diversos materiais. Lepore et al.
investigaram a ocorréncia de superficies nanoestruturadas em folhas de couve (Brassica
oleracea) e associaram a elas a alta capacidade de repelir 4gua. Além disso, o grupo
mimetizou estruturas semelhantes, a base de nanotubos de carbono, e as comparou com
as de ocorréncia natural através de medidas de angulo de contato estatico e dinamico
(espalhamento e escorregamento de gota, respectivamente). Segundo os resultados,
ambos 0s materiais apresentam comportamento altamente hidrofébico (angulo de
contato ~ 140 °). Ensikat et al. ** investigou as superficies da folhas Flor de Lotus, a fim
de entender a influéncia da disposicdo de papilas, de dimensGes micro- e hanométricas,
sobre a superhidrofobicidade das folhas, uma vez que este tipo de planta se tornou
simbolo de superficies superhidrofébicas e auto-limpantes #2. Outra ocorréncia natural
de superficies nanoestruturadas, que vem despertando interesse em diferentes grupos de
pesquisa, pode ser observada nas asas de cigarras. As asas de algumas cigarras

apresentam estruturas organizadas na forma de pilares nanométricos *® (Figura 5).
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Figura 5. Micrografias de asas de diferentes espécies de cigarras, comumente estudadas
quanto seus potenciais autolimpantes e antimicrobianos. Imagem adaptada de Roman-
Kustas e col. %, sob autorizagdo. (Licenciado sob CC BY-NC-ND 4.0 -

https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0)

A mimetizacdo desse tipo de estrutura tem possibilitado o desenvolvimento de
superficies capazes de induzir danos por penetracdo, em fungos e bactérias 38434546
(Figura 6).

A

Nanopillar 3: 103 nm

Figura 6. Efeito antimicrobiano de superficie nanoestruturada com nanopilares
sobre células da bactéria Klebsiella pneumoniae. (A) micrografias por microscopia
eletronica de varredura, (B) micrografias por microscopia eletrdonica de
transmissdo e (C) modelagem dos pontos de penetracdo da célula pelos
nanopilares. Imagem adaptada de Jenkins e col. 4°, sob autorizacéo. (Licenciado
sob CC BY 4.0 - https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/)
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No entanto, materiais antimicrobianos também podem ser desenvolvidos atraves
de abordagens quimicas, envolvendo processos de funcionalizagdo e/ou recobrimento de

superficie.

3.2.2. Superficies quimicamente ativas

Superficies com propriedades inibitorias e/ou antifingicas podem ser produzidas
a partir de processos de modificacdo envolvendo a fixacdo de substancias ativas, de
formas covalente (funcionaliza¢io) e/ou nio-covalente (recobrimento) %47 O tipo de
abordagem utilizado pode estar relacionado com a natureza do material, ou seja, com a
possibilidade de modificacdo em sua estrutura e/ou superficie, mas também com outros

aspectos associados as aplica¢des, como compatibilidade e durabilidade.

Uma abordagem bastante utilizada na modificacdo de superficies é a
funcionalizacdo com organosilanos “¢, devido a capacidade destes compostos se
ligarem, de forma covalente, a diferentes materiais. Apenas essa caracteristica ja 0s
tornaria ferramentas importantes no desenvolvimento de novos materiais, pois, de
acordo com suas estruturas quimicas, propriedades especificas relacionadas podem ser
atribuidas ao material modificado. Entretanto, hd outras caracteristicas que ampliam
ainda mais as potencialidades desses compostos. A disponibilidade de organosilanos
com diferentes grupos funcionais permite a elaboracdo de materiais com propriedades e
reatividades quimicas ajustaveis de acordo com a utilizacdo, sendo possivel que atuem
como agentes de ancoramento/contato para inimeros outros compostos. Aliado a isso,
as suas utilizacdes para modificacdo de superficies permitem a construcdo de filmes
cujas espessuras podem variar desde monocamadas até centenas de micrometros,
através da manipulacdo de condi¢des reacionais, como concentracdo, temperatura,
solvente e tempo. Combinadas, essas caracteristicas expdem a capacidade de
desenvolver interfaces com propriedades quimicas criteriosamente controladas. A
exemplo disso, o organosilano (3-aminopropil)trietoxissilano (APTES) tem sido
amplamente utilizado na modificacdo em superficies por formar estruturas bem-
organizadas, com espessura ajustavel, e pela manutencdo da reatividade dos grupos

amino 49-%3,

Ainda que as superficies antimicrobianas possam ser separadas quanto a

propriedades fisicas e quimicas, ao observar, novamente, exemplos com ocorréncia
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natural, é possivel identificar que ambas podem atuar em conjunto. Segundo Ensikat e
col. *, as papilas presentes nas folhas da Flor de Lotus apresentam recobrimento de
cristais de ceras constituidos por compostos organicos de longas cadeias alifaticas, o
que, aliado a densidade de papilas com dimensdes micro e submicrometricas, confere as
mesmas suas propriedades superhidrofobicas. Observacdo semelhante foi feita por
Lepore e col. % acerca das propriedades exibidas pelas patas de insetos da familia
Gerridae, nas quais a combinacdo de nano-, micropadrdes e o0 recobrimento por ceras
confere a alta capacidade de repelir 4gua, permitindo, inclusive, que estes insetos se
mantenham e se desloquem sobre a agua. Esta combinacgéo entre os efeitos de padrbes
nanoestruturados e de recobrimentos/funcionalizagcdes quimicos tem atraido a atencdo
de diferentes grupos de pesquisa que intencionam desenvolver superficies hibridas com
propriedades especificas. Dentre as abordagens investigadas estdo os recobrimentos a

base de nanoparticulas de silica.

3.2.3. Recobrimentos hibridos por nanoparticulas de silica

Nanoparticulas de silica tm sido aplicadas como alternativa de recobrimentos
para diferentes finalidades. Isso se d&, pois a possibilidade de modificacdo e, desta
forma, controle de suas propriedades quimicas e fisicas, confere compatibilidade com
diferentes materiais. Aliado a isso, a producdo deste tipo de recobrimento pode ser
realizada por abordagens distintas, de acordo com as especificidades dos materiais
envolvidos, e com a tecnologia disponivel, sendo possivel a sua producdo inclusive a
partir de abordagens mais simplificadas, como a dispersdo das particulas em estado
sélido utilizando o movimento e pressdo dos dedos, conforme detalhado por ller 4,

ampliando as possibilidades deste tipo de estratégia de modificacdo de superficies.

Hwang e Ahn °° utilizaram a deposigdo de nanoparticulas de silica modificadas
com APTES e cloreto de palmitoila para modificacdo de substratos de vidro,
promovendo superhidrofobicidade. Segundo seus resultados, o angulo de contato
apresentou aumento de 49° para 159,5° para substratos brutos e recobertos,
respectivamente. Tais resultados foram obtidos apés tratamento simples dos substratos
por dip-coating em suspensdo das nanoparticulas modificadas. Sriramulu e col. °°
descrevem a producdo de recobrimentos a base de nanoparticulas de silica

multifuncionais, modificadas com organosilano C18 em combinagdo com organosilano
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contendo centro perileno diimida. Segundo os autores, laminas de vidro recobertas por
essas particulas apresentaram superhidrofobicidade (angulo de contato, AC = 156 °),
além de elevada reflectancia para radia¢éo na regido do de infravermelho préximo (800
— 2200 nm), alcancando valores superiores a 60 %. No entanto, esses tipos de
recobrimentos também podem ser ajustados para producdo de materiais com alta
transmitancia de luz. Park e col. °" utilizaram esta abordagem para produzir filmes
baseados em nanoparticulas de silica modificadas com polidimetilsiloxano, conferindo
ao substrato de vidro superhidrofobicidade (AC = 160 °), além de manter a
transparéncia do mesmo. Chi e col. *8 identificaram a possibilidade de utilizar esse tipo
de abordagem para produzir recobrimentos épticos com espessura indice de refracdo
altamente controlados. Segundos os autores, a partir da deposicdo de camadas de
nanoparticulas de silica modificadas com polivinilpirrolidona, transmitancias de até
99,9% puderam ser obtidas, representando um amento de aproximadamente 10 % com

relagdo ao substrato bruto.

Além de propriedades autolimpantes (superhidrofobicidade) e Opticas,
recobrimentos a base de nanoparticulas de silica também atraem a atengédo para controle
microbiolégico em superficies. Knowles e col. *° depositaram nanoparticulas de silica
modificadas com o surfactante zwitteribnico sulfobetaina sobre substrato de ouro,
utilizando a técnica de spin-coating e investigaram o seu potencial de inibi¢do de adesdo
da bactéria Escherichia coli e de esporos do fungo Epicoccum nigrum. De acordo com
seus resultados, mesmo ap6s 24 horas de incubacgdo, foram verificadas reducgdes de 96%
e 87 % na adesdo bacteriana e flngica sobre o substrato modificado, respectivamente.
Tamanna e col. % investigaram o potencial de recobrimento de nanoparticulas de silica
contendo gentamicina, depositadas sobre ldminas de quartzo, através da técnica de
deposicdo layer-by-layer, contra as bactérias Staphylococcus aureus e Streptococcus
pneumoniae. O recobrimento apresentou capacidade de inibir o desenvolvimento de
ambas bactérias, mantando atividade contra S. aureus durante 103 dias, evidenciando o
efeito de acdo prolongada do recobrimento. Kanugala e col.% desenvolveram um
recobrimento para cateteres uretral com atividade contra S. aureus e o fungo dimorfico
Candida albicans, utilizando particulas de silica funcionalizadas com fenazina-1-
carboxamida. O recobrimento dos cateteres foi feito por imersdo em suspensdo das
particulas durante 24 horas. Essa abordagem apresentou capacidade de inibir o

crescimento de biofilme polimicrobiano em até 90 % sobre as superficies dos cateteres.
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Assim, recobrimentos baseados em filmes de nanoparticulas de silica, cujas
propriedades podem permitir aplicagdes Opticas e de controle microbiol6gico, podem se
tornar potenciais ferramentas na inibicdo de células fungicas sobre superficies de
componentes 6pticos. Porém, conforme evidenciado nos estudos elencados
anteriormente, em geral, na base do desenvolvimento desses recobrimentos estd a
capacidade de sintetizar-se nanoparticulas de silica com propriedades fisicas e quimica
controladas, conforme a aplicacdo desejada e, para isso, ha destaque ao procedimento de

sintese amplamente conhecido como Método de Stober 2.

3.3.  Sintese de nanoparticulas de silica por Método de Stéber

O Método de Stéber é amplamente utilizado para sintese de particulas de silica com
didmetros que variam de dezenas de nanémetros até centenas de micrémetros, se
destacando pelas condicdes brandas de reacdo, assim como pela facilidade de controle e
ajuste das propriedades das particulas a partir de modificacdes nas condicdes
reacionais®?. Porém, para a compreensdo inicial deste método é necessario lembrar de
alguns pontos do processo sol-gel catalisado por base. Neste tipo de rota sol-gel, o
precursor de silicio (comumente tetraetil ortosilicato, TEOS) sofre processos de
hidrélise mediados por um catalisador basico (e também devido a dgua desta solucéo,

que atua como co-catalisador), conforme Esquema 1.

B ik
RS RO, OR OR
RO z o \ / o /
5 OR <=—= HO------ Si------ OR <=—= HO Si~~ron RO
RO z
OR

‘OH - -
Esquema 1. Representacdo de mecanismo comumente atribuido ao processo de

hidrélise de alcoxido de silicio na presenca de base como catalisador.

Durante o processo de hidrélise, os grupos OR sdo substituidos por grupos OH,
gerando as espécies ativas chamada de monémeros hidrolisados. Este nome é dado, pois
estas espécies serdo consumidas na segunda etapa que compde o processo sol-gel, a

etapa de condensagéo (ou polimerizacao), conforme Esquema 2.
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Esquema 2. Representacdo de mecanismo atribuido a etapa de condensacdo no

processo sol-gel catalisado por base.

Durante as reacOes de condensacdo, 0 mondmero, no caso do Esquema 2
representado como mono-hidrolisado (apenas um grupo OH), sofre desprotonagéo pela
base e, entdo, atua como nucleofilo ao atacar o 4&tomo de Si de outra molécula de
monodmero, formando assim a ligacdo siloxano (Si-O-Si) e dando origem ao a cadeia
polimérica da silica. Porém, ainda que as etapas sejam demonstradas de forma isoladas,
a partir da formacdo das espécies hidrolisadas, reacdes de hidrolise e condensacédo
passam a ocorrer simultaneamente, sendo possivel favorecer uma ou outra de acordo
com as condicdes reacionais. Inicialmente a hidrdlise do precursor é desfavorecida,
devido a diminuicdo do carater eletropositivo do &tomo de Si pela eletrodoagdo dos
grupos OR, devido ao efeito indutivo, diminuindo sua susceptibilidade ao ataque do
nucleofilo. Porém, a cada substituicdo, a presenca de grupos OH acentua o carater
eletropositivo do Si, através do efeito eletroretirador. Isso faz com que a taxa de
hidrolise aumente, facilitando a producdo de monémero completamente hidrolisados,
isto €, com quatro grupos OH. Devido a simetria dos sitios reativos, as reacdes de
condensacao/polimerizacdo ocorrem sem alguma direcdo preferencial, levando a
producdo de materiais com aspecto semelhante a esferas “empacotadas” em uma
estrutura maior. No Método de Stdber, as condigdes reacionais sdo ajustadas para
favorecer a producédo de esferas idealmente afastadas, garantindo a estabilidade destas
em suspensdo, ou seja, sem este “empacotamento”. De forma bastante simplificada, esse
método pode ser compreendido pela perspectiva de um processo sol-gel catalisado por
base e idealmente diluido. Ainda que existam diversas variagdes e adaptacdes do
Método de Stober, o protocolo original, assim como muitos outros trabalhos que
buscam reproduzi-lo, séo baseados na hidrélise e condensagdo de TEOS (precursor de
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Si) na presenca de NH4OH (catalisador), agua (co-catalisador) e etanol (solvente). De
acordo com diferentes grupos de pesquisa, 0 ajuste desses componentes, assim como a
temperatura e o tempo de reacdo, permite o controle de propriedades importantes das
particulas, como didmetro e polidispersdo. RevisGes detalhadas, tratando das
especificidades do método, assim como suas distintas aplicacdes, estdo disponiveis em
literatura cientifica %%, Ainda que seja considerado um método simples, ha diferentes
cuidados que devem ser observados quando se deseja trabalhar com o método de
Stober, desde a qualidade do solvente, até a perda de catalisador por evaporacao. Mais

detalhes sobre estes aspectos do método estéo disponiveis no APENDICE A.

O Método de Stdber ser torna uma ferramenta ainda mais potente ao combinar a
sintese de estruturas nano e micrométricas as diferentes possibilidades de
funcionalizacdo, caracteristicas de processos sol-gel. De fato, assim como ocorre nas
rotas tradicionais do processo sol-gel, durante a sintese de particulas de silica por esse
método, é possivel estabelecer propriedades fisicas e quimicas através da incorporacao
de organosilanos. Esse tipo de abordagem permite o uso de particulas de silica em

inimeras aplicacdes de acordo com os protocolos de sintese e funcionalizagéo.

Considerando as diferentes abordagens elaboradas para inibir a adesdo e o
desenvolvimento de microrganismos em determinados substratos, seria possivel a
estabelecer estratégias para inibir/minimizar a interacdo fungo-vidro? Além disso,
considerando as propriedades do processo sol-gel, como controle de espessura,
composicdo quimica, e outros aspectos, seria possivel utilizd-lo como base para
desenvolvimento de recobrimento antiadesdo aplicado a componentes dpticos? Esse
recobrimento poderia ser constituido por compostos naturais com atividade antifungica?
Por fim, considerando que a combinacdo de propriedades fisicas e quimicas, verificada
em superficies recobertas por nanoparticulas de silica, amplie capacidade de inibir a
interacdo microrganismo-substrato, seria possivel desenvolver particulas de silica com
atividade antifungica, como a etapa base para o desenvolvimento do recobrimento
multifuncional? Frente a esses questionamentos, se estabelece a hipotese da presente
tese: a partir da combinacgéo de processo sol-gel de superficie e compostos naturais com
propriedades antifingicas, €é possivel produzir recobrimentos transparentes com

potencial contra adesédo fungica.
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4. Materiais e métodos

4.1. Materiais

A Tabela 1 a seguir, apresenta o0s reagentes utilizados em diferentes

experimentos desenvolvidos na presente tese, como o cultivo do fungo modelo

Aspergillus niger (ATCC 10535), a modificacdo de substratos de vidro, a sintese de

nanoparticulas de silica, entre outros.

Tabela 1. Relacdo de reagentes utilizados para o desenvolvimento dos experimentos

apresentados na presente tese.

Reagente Formula N° CAS Fornecedor

Agar - 9002-18-0 Kasvi
Benzofenona, 95% (CeHs)2CO 119-61-9 Vetec
Citral, 99 % C10H160 5392-40-5 Sigma-Aldrich
D-(+)-Glicose monohidratada CeH1206 . H20 14431-43-7 Fluka
Eucaliptol, 99 % C10H180 470-82-6  Sigma-Aldrich
Eugenol, 99 % C10H1202 97-53-0  Sigma-Aldrich
Peptona bacterioldgica - 91079-38-8 Kasvi
RPMI-1640 - - Merck
Cloreto de potassio KCI 7447-40-7 Acros
Cloreto de sédio NaCl 7647-14-5 Merck
Fosfato de potassio monobéasico KH2PO4 7778-77-0  Sigma-Aldrich
Fosfato de sodio dibasico NaHPO4 7558-79-4  Sigma-Aldrich
Acetona P.A. C3H60 67-64-1 Nuclear
Dimetilsulfoxido, 99 % C2H6OS 67-68-5 Acros
Etanol absoluto, EMSURE ® C2HsOH 64-17-5 Merck
Metanol, HPLC/Espectroscopia CH3OH 67-56-1 Tedia
Tolueno, P.A. CesHsCHs3 108-88-3 Synth
Acido sulfdrico, 98 % H2S04 7664-93-9 Nuclear
Hidroxido de amonio, 28 — 30 % NH4OH 1336-21-6 Nuclear
ET\SIGSXLIJdF?E(i; Hidrogenio 30 %, H20; 7722-84-1 Merck
E?’A'g.rpg‘sgf’g%%z)”'etox'ss"a“O CoH2sNOsSi 919-30-2  Sigma-Aldrich
3-(trietoxissilil)propil isocianato, 95% CoH2103Si(NCO) 24801-88-5 Sigma-Aldrich
Cloro(dimetil)octadecilsilano, 95% C20H43CISi 18643-08-8 Sigma-Aldrich
Octiltrietoxissilano, 96% C14H3203Si 3069-40-7  Sigma-Aldrich
Tetraetil ortossilicato, > 99 % SiCgH2004 78-10-4  Sigma-Aldrich
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4.2.  Organizacdo experimental

O desenvolvimento experimental desta tese foi baseado em duas abordagens a
fim de investigar a producdo recobrimentos e estudar suas capacidades de inibir a
adesdo fungica sobre substratos de vidro. Em um primeiro momento, diferentes
compostos foram investigados quanto suas capacidades de inibir o desenvolvimento e a
adesdo celular do fungo A. niger. Entdo, fez-se uso do processo sol-gel para
funcionalizacdo de substratos de vidro e, a retencdo de compostos antifngicos
identificados, a fim de investigar a aplicabilidade deste recobrimento na inibi¢do da
adesdo celular. Em paralelo, a sintese de particulas de silica pelo método de Stober foi
investigada, com o intuito de produzir estruturas nanométricas modificadas com os
antifangicos investigados. Diferentes abordagens focadas no isolamento e na
funcionalizacdo destas particulas foram investigadas. Essas abordagens serdo detalhadas

ao longo desta tese, porém uma visdo geral pode ser observada na Figura 7.
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Figura 7. llustracdo das diferentes etapas e abordagens elaboradas ao longo da

presente tese, com o intuito de estabelecer estratégias para promover a inibi¢édo da

adesdo fungica sobre o vidro.
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4.3. Procedimentos de caracterizacao

4.3.1. Determinacdo de diametro e polidispersdo de particulas de silica por

espalhamento de luz dindmico

As determinagbes de valores de didmetro hidrodindmico (chamado neste
trabalho, de forma simplificada, de didametro) e indice de polidispersdo das particulas de
silica, foram realizadas através de medidas de espalhamento de luz dindmico (DLS),
utilizando o equipamento ZetaSizer Nano S90 (Malvern Instruments), com o detector
fixo a 90° do feixe incidente. Cada medida foi realizada em triplicata instrumental,
sendo cada replicata composta por, ao menos, 10 leituras. Para determinacdo da
concentracdo ideal das suspensdes, cerca de 2 mg foram suspensas em 1 mL de agua
ultrapurificada e a mistura sonicada por 2 horas em banho de ultrassom. Entéo,
diferentes volumes desta suspensdo foram diluidos a 1,2 mL até se obter sinal na faixa
de 150 — 250 kcps. As medidas foram realizadas em &gua ultrapurificada, a 25 °C
(viscosidade 0,8872 cP; indice de refragdo: 1,330).

4.3.2. Eficiéncia de encapsulamento por espectroscopia UV-Vis

A concentracdo de eugenol nas solugdes de sintese foi determinada através de
medidas no comprimento de onda de 280 nm, utilizando o espectrofotbmetro BioMate
3S (Thermo Scientific Para tanto, imediatamente apo6s cada centrifugacdo, as amostras
de solucdo reacional foram diluidas 50 vezes e imediatamente analisadas por UV-Vis, a
fim de evitar interferéncias devido ao crescimento de novas nanoparticulas. Para a
analise guantitativa, uma curva de calibracdo foi estabelecida com sete solucBes-padrédo
de eugenol, preparados nas mesmas concentracfes de etanol, agua e amonia que as
amostras (considerando a diluicdo de 50 vezes). As leituras foram executadas em

triplicata para cada replicata das amostras.

4.3.3. Caracterizacdo fotofisica dos recobrimentos

As laminulas estudadas foram submetidas as andalises de reflectancia difusa UV-

Vis (DRUV) e transmitancia, na faixa de 220 a 700 nm, utilizando espectrofotometro
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UV-Vis (UV-2450, Shimadzu), equipado com esfera integradora ISR-2200, na presenca

de BaSO4 (Wako Pure Chemical Industries, Ltda) como referéncia.

Laminulas modificadas e marcadas com sinalizador fluorescente foram
analisadas por espectroscopia de fluorescéncia em estado estacionario em
espectrofluorimetro equipado com lampada de xendnio (RF-5301PC, Shimadzu), sob
comprimento de onda de excitacdo de 365 nm. O porta-amostra utilizado € elaborado
para possibilitar que a amostra (laminula) seja centralizada ao orificio no qual o feixe de
incidéncia é focalizado, conforme ilustrado pela Figura 8. A angulacdo do porta-amostra
permite que a amostra irradiada a 45°, limitando a reflex&o do feixe de excitagcdo ao
sistema de deteccdo. As medidas foram realizadas a 25 °C.

Pistao
retratil
——Chapa fixa
Laminula
Abertura

‘TL excitaciio (365 nm)

* A emissdo (400 - 700 nm)

Anteparo
preto
Figura 8. llustracdo do porta-amostra utilizado para as medidas de fluorescéncia

das laminulas modificadas.

4.3.4. Caracterizacao de superficies por angulo de contato e perfilometria optica 3D

Ambas as técnicas foram executadas através da estrutura do Laboratério
Multiusuario de Anélise de Superficies (LAMAS), localizado no Instituto de Quimica
(UFRGS). Para a determinacdo das variacfes da hidrofobicidade das superficies
modificadas, as amostras foram analisadas no equipamento DSA100 (KRUSS),
utilizando o método de gota séssil, com volume médio de gota igual a 5 pL. As
amostras foram analisadas em trés regides distintas (com excecdo daquelas onde 6 <
10°). Cada amostra foi produzida em quintuplicata (amostras em branco, ou seja, sem

modificagéo, foram analisadas em 12 replicatas).
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As medidas de topografia foram feitas atraves do perfilometro Optico
CONTOUR-GT (BRUKER), utilizando objetivo com magnificacdo de 5 vezes e luz
monocromatica (verde). A manipulacdo das imagens foi feita através do software
Vision64 Map™ (BRUKER). As imagens foram feitas em 4 regides distintas para cada

laminula. Cada amostra foi preparada e analisada em quadruplicata.

4.3.5. Caracterizacdo de perfis quimicos por espectroscopia de absor¢do na regido de

infravermelho com Transformada de Fourier

As medidas de micro-FTIR em modo reflectdncia foram realizadas em
microscopio de imageamento por infravermelho, modelo Cary 620 (Agilent
Technologies), utilizando um bastdo de carbeto de silicio como fonte de radiacdo
infravermelho (fonte globar). Nesta configuracdo, apds passar pelo interferdmetro de
Michelson, a radiacdo emitida pela fonte térmica é direcionada ao microscépio, onde é
focalizada sobre a superficie da amostra (neste caso, depositada em substrato de silicio
recoberto com ouro) através de lentes objetivas, que coletam a radiagdo refletida e a
enviam ao detector de trabalho. Nestes experimentos, foram utilizados lente objetiva
com magnificacdo de 15 vezes, e detector Mercurio-Cadmio-Telturio (MCT),
constantemente refrigerado sob nitrogénio liquido. A aquisicdo dos espectros foi feita
com 512 scans, a resolugdo espectral de 8 cm™, sobre a area de 700 x 700 pm.

As medidas de FTIR em modo Reflexdo Total Atenuada (ATR) foram realizadas
em espectrometro Nicolet 6700 (Thermo Scientific), utilizando amostrador OMNI.
Nesta configuracdo, medidas de FTIR-ATR séo realizadas em reflexdo Unica (single
point) utilizando cristal de germéanio com angulacéo de 45 ° a diametro de amostragem

de 2 mm. A aquisi¢do dos espectros se deu a 64 scans, com resolucéo de 4 cm™.

As medidas de FTIR na configuracdo de transmissdo foram realizadas em
espectrometro IRPrestige 21 (Shimadzu), utilizando método de pastilha de KBr. Para o
preparo das pastilhas, amostras e KBr (previamente seco em estufa a 120 °C por 72
horas) foram moidos separadamente em almofariz de agata e, entdo, misturados em
microtubos de 2 mL nas quantidades de 2 mg de amostra e 400 mg de KBr. Apos
homogeneizacdo da mistura, esta foi transferida para porta amostra adequado &

confec¢éo de pastilhas, e submetida 5 vezes a presséo de 5 bar durante 10 segundos. As
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pastilhas de KBr foram mantidas em dessecador até a execucdo das analises. A

aquisicdo dos espectros se deu a 128 scans, com resolugdo de 4 cm™.

4.3.6. Verificacdo de funcionalizagéo de particulas por analises termogravimétricas

As medidas de termogravimetria foram realizadas no equipamento Q50 (TA
Instruments). Para isso, cerca de 12 mg de amostra foram adicionados ao cadinho de
platina, e submetidos a aquecimento de 25 a 800 °C, a uma taxa de 10 °C min, sob

fluxo nitrogénio de 40 mL min™.

4.4. Testes de sensibilidade a antifungicos

O fungo A. niger foi estabelecido como fungo-modelo, na presente tese, devido
sua recorréncia em substratos de vidro, sendo associado a diversas alteracdes verificadas
nestes materiais 21527283186 assim como pela sua presenca em particulados suspensos
em regides urbanas e rurais %3334 que torna sua propagacéo e, consequentemente, seu

potencial de contaminacéo elevados.

Os testes foram executados conforme Método de Referéncia para Testes de
Diluicdo em Caldo para a Determinacdo da Sensibilidade a Terapia Antifingica dos
Fungos Filamentosos; Norma Aprovada (Documento M38-A do NCCLS) ®. Em
resumo, o fungo foi cultivado durante o periodo de 7-10 dias em meio de cultura
inclinado, sob temperatura controlada. Apds o periodo, em capela de fluxo laminar, 2
mL de tampdo PBS (pH 7,0) foram adicionados, e a mistura foi agitada suavemente, a
fim de produzir a suspensao de esporos inicial. Entéo, a suspenséo foi transferida para
microtubo estéril (a necessidade de centrifugacao e/ou filtracdo em 1a de vidro estéril foi
avaliada conforme a observacdo de micélio), cinco aliquotas de 50 pL foram
transferidas para placa de 96 pocos e cada uma destas foi submetida a determinacéo dos
valores de absorbancia a 600 nm, atraves do equipamento SpectraMax (Molecular
Devices). A suspensdo foi diluida a fim de obter uma mistura com absorbancia de 0,09 -
0,11. Esta suspenséo foi diluida 50 vezes em meio RPMI-1640 (2 vezes concentrado,
com MOPS) a fim de produzir uma suspensdo de indculo com a concentragdo de (2x)
0,4 a5 x 10* esporos mL™, aproximadamente. Para a verificacdo da sensibilidade aos

compostos testados, a cada pogo foram adicionados 100 pL de inoculo e 100 pL da
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solucdo do composto investigado diluido em &gua ultrapurificada ou em agua
ultrapurificada e DMSO 1%. Para cada teste, 5 a 10 concentragdes de cada composto
sob estudo foram utilizadas em, pelo menos, quadruplicata. O mesmo protocolo foi
aplicado aos controles negativo e positivo. Apos esta etapa, a placa foi incubada a 35 °C
durante 46 — 50 horas. Por fim, a verificacdo da concentracdo minima inibitoria (MIC)

foi feita por inspecéo visual. As etapas deste protocolo estdo ilustradas na Figura 9.
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Figura 9. llustragdo das etapas de cultivo (1), preparo de suspenséo de inéculo (2 e
3), montagem da placa de 96 pogos (4), e verificacdo de efeitos no desenvolvimento
fangico por acdo dos compostos investigados (5), do teste de sensibilidade a
antifingicos, conforme Método de Referéncia para Testes de Diluicdo em Caldo para
a Determinacdo da Sensibilidade a Terapia Antifungica dos Fungos Filamentosos;
Norma Aprovada (Documento M38-A do NCCLS) ¢,
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4.5.  Testes de inibicdo de biofilme

Para investigar a capacidade de inibicdo de biofilme, utilizou-se protocolo
previamente estabelecido em literatura % com algumas alteragées. O cultivo dos fungos
se deu seguindo o protocolo da Se¢do 4.4. Apds o tempo de cultivo, a suspensdo de
esporos de A. niger (com absorbancia de 0,09 — 0,11) foi diluida duas vezes em tampéo
fosfato (PBS), produzindo a suspensio de indculo com concentragéo de (2x) 1 x 10°a 1
x 10° esporos mL™. Desta suspensdo, aliquotas de 500 pL foram transferidas para
posicBes em placas de 24 pocos, contendo laminulas modificadas ou ndo, previamente
limpas e esterilizadas, conforme protocolo apresentado na Se¢do 4.6. A cada poco
foram adicionados 500 pL de &gua ultrapurificada. Aos pocos de controle negativo
foram adicionados 500 puL de RPMI-1640 (2 vezes concentrado, com MOPS) e 500 pL
de tampdo fosfato. Em experimentos utilizando laminulas ndo modificadas foram
adicionados 500 pL das solugbes de compostos investigados, preparados em meio
RPMI-1640 (2 vezes concentrado, com MOPS). Para experimentos com laminulas
modificadas, apenas 500 uL de RPMI-1640 (2 vezes concentrado, com MOPS) foram
adicionados a suspensdo de inoculacdo. Entdo, as placas permaneceram em incubacédo a
37 °C, durante 16 — 20 horas. Apds este periodo, o liquido de cada poco foi descartado e
a respectiva laminula foi lavada 5 vezes com 1 mL de &gua ultrapurificada. Apds as
lavagens, as laminulas foram transferidas para uma nova placa e deixadas em estufa
durante 1 hora (37 °C), para fixacdo da biomassa. A biomassa foi corada adicionando
500 pL de cristal violeta, e mantendo sob leve agitacdo durante 15 minutos. O excesso
de corante foi removido, e as laminulas foram lavadas 10 vezes, com 1 mL de &gua
ultrapurificada e, entdo, transferidas para nova placa de 24 pocos, onde foram
adicionados 500 pL de dimetilsulféxido (DMSO). O sistema foi mantido sob leve
agitacdo por 15 minutos, a fim de solubilizar o corante adsorvido a biomassa. Por fim,
aliquotas de 100 pL de cada po¢o foram pipetadas a uma placa de 96 pocos, para a
determinacdo dos valores de absorbancia a 600 nm. Para cada posicdo na placa de 24
pogos, foram realizadas 5 aliquotas para determinacdo do valor médio de absorbéancia.

As etapas deste protocolo estdo ilustradas na Figura 10.
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Figura 10. llustracdo dos procedimentos executados durante o protocolo utilizado

para verificacdo de adesdo fungica a substratos de vidro. DMSO: Dimetilsulféxido.

4.5.1. Efeitos de eugenol e citral em hifas

O objetivo deste experimento foi mapear hifas, e outras estruturas,
desenvolvidas sobre determinada superficie, através da técnica de Microespectroscopia
de Infravermelho por Transformada de Fourier (uFTIR), para investigar possiveis perfis
quimicos associados a danos causados ao fungo pela exposicdo a eugenol e citral.
Considerando o interesse em investigar hifas aderidas a superficie, um primeiro aspecto
relevante ao experimento foi a utilizagdo de um substrato adequado a técnica de uFTIR
no modo Refletancia, ou seja, com alta refletivdade de radiacdo infravermelho e baixa
rugosidade. Para isso, substratos de silicio recobertos com ouro (5 mm x 5 mm) foram
fornecidos pela equipe da linha Imbuia (Sirius-CNPEM). Os substratos de ouro foram
submetidos ao protocolo de limpeza das laminulas de vidro (Secdo 4.6) e, entdo, ao
experimento de adesdo. Este experimento foi executado de forma similar ao
experimento de inibicdo de biofilme (Secdo 4.5). Os substratos foram distribuidos a
pocos de placas de 96 pocos, aos quais foram adicionados 100 pL de suspensdo (2x) 10*
esporos mL%, e 100 pL das solugBes de compostos investigados, preparados em meio
RPMI-1640 (2 vezes concentrado, com MOPS). As placas permaneceram em incubacdo
a 37 °C, durante 16 — 20 horas. Ap0s este periodo, solugdo de cada poco foi descartada
e cada substrato foi lavado 5 vezes com 1 mL de agua ultrapurificada aquecida a 37 °C.
Apos as lavagens, os substratos foram transferidos para uma nova placa e deixadas em
estufa (37 °C) durante 72 horas para fixacdo e secagem da biomassa. Nesta abordagem
de preparo das amostras, a lavagem com agua a 37 °C teve como objetivo evitar estresse

das células por variagdo brusca de temperatura, enquanto o uso de agua ultrapurificada
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invés de solugdo tampdo buscou minimizar a presenca de sais ap0s 0 processo de
secagem. E importante observar que este tipo de abordagem de preparo de amostra n&o
se atenta & manutencdo da morfologia das células, mas sim a minimizacdo de
perdas/alteragdes na composicdo quimica das mesmas, ou seja, para analises
morfologicas, como microscopia eletrénica de varredura ou microscopia de forga
atdbmica, um preparo de amostra envolvendo desidratacdo celular por troca com

solvente, e secagem supercritica, poderia ser mais adequado.

As amostras foram submetidas a analises de pFTIR na linha Imbuia (Sirius-

CNPEM).

Originalmente, o protocolo de adesdo fungica e crescimento de hifas sobre o
substrato de ouro foi otimizado para obtencdo de regibes com hifas isoladas, para
permitir a analise quimica ao longo das mesmas, através de aquisicdo de imagens
hiperespectrais, utilizando a configuracdo instrumental com o detetor FPA (Focal Plane
Array). Porém, este tipo de abordagem demandaria o uso de radiacdo IR gerada no anel
e armazenamento sincrotron Sirius, devido a sua intensidade. No momento, esta
configuracdo estava sob implementacdo, portanto, a radiacdo de corpo negro produzida
por fonte térmica do espectrdometro foi utilizada. Sendo assim, as analises mantiveram
maior foco na configuracdo Refletancia, utilizando detetor MCT (Mercurio-Cadmio-
Telurio), que possibilitou a aquiscdo de dados em regides com dimensdo de 700 x 700

um, porém sem a possibilidade de mapeamento quimico pixel a pixel.

A aquisicao dos espectros foi feita em cinco regides de cada amostra, na faixa de
4000 a 400 cm?, nas seguintes configuracdo: (i) modo refletancia; (ii) magnificagdo de
15 vezes; (iii) resolucdo de 8 cm™; (iv) 512 scans. Cada amostra foi preparada e
analisada em triplicata. A Figura 11 ilustra a forma de amostragem definida para
analises de PFTIR utilizando detetor MCT.
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Figura 11. llustracdo da abordagem escolhida para a anélise de hifas de A. niger,
desenvolvidas sobre substrato de ouro, utilizando a técnica de Microespectroscopia
de Infravermelho por Transformada de Fourier (uFTIR). Para cada regildo
selecionada, um espectro de 4000 a 400 cm! foi adiquirido. O espectro final resulta

da combinacéo de 15 outros, sendo 5 espectros por cada replicata.

4.6. Preparo das laminulas de vidro

Antes da utilizacdo das laminulas de vidro para realizagdo de qualquer
experimento, estas foram submetidas a um processo de limpeza e, quando aplicavel, de
ativacdo de superficie. Em resumo, cada laminula foi lavada com detergente neutro e
agua corrente, entdo submetida a aquecimento em solucdo de detergente neutro até
fervura, durante 1 hora. Apds, as laminulas foram enxaguadas com agua ultrapurificada
e sonicadas durante 30 minutos em &gua ultrapurificada, etanol, acetona e agua
ultrapurificada novamente. Por fim, estas foram secas sob fluxo de gas nitrogénio 5.0 e
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acondicionadas em placas de 24 pocos, em dessecador, até o uso (ndo excedendo 24
horas). Para experimentos de modificacdo de superficie, cada laminula foi submetida a
imersdo, durante 1 hora, em solucdo piranha (H2SO4 50% v/v : H202 30 % v/v na
proporcdo 3:1), preparada imediatamente antes do uso. Entdo, as laminulas foram
enxaguadas com agua ultrapurificada em abundancia, secas sob fluxo de gas nitrogénio
5.0 e acondicionadas em placas de 24 pocos, em dessecador, até 0 momento do uso.
Para os experimentos bioldgicos, cada laminula foi esterilizada por radiagcdo UV durante
30 minutos (cada lado). O manuseio das mesmas se deu com pingas previamente

flambadas, em ambiente estéril.

4.7.  Sintese de recobrimento 6ptico em solucéo

Apds o procedimento de limpeza e ativacdo de superficies, as laminulas foram
imersas em aproximadamente 30 mL de tolueno seco (destilado na presenca de sodio
metalico e benzofenona) sob atmosfera inerte, suspensas em suporte de vidro, conforme
representado na Figura 12. Devido a variacdo das propriedades fisicas de filmes finos
formados por organosilanos de acordo com a temperatura %, o sistema foi mantido a 70
°C durante 1 hora previamente a adicdo do organosilano (3-aminopropil)trietoxisilano
(APTES). Apos, diferentes quantidades do organosilano foram adicionadas, sob
atmosfera inerte. A reagdo foi mantida a 70 °C durante 24 horas, sob agitagdo branda.
Os parametros de concentracdo, temperatura, tempo e solvente foram selecionados com
base em investigacdes sobre a qualidade, espessura, reatividade e resisténcia dos filmes
de APTES produzidos ®72. Ap6s 24 horas, as laminulas foram transferidas
imediatamente para tubos de ensaio contendo 3 mL de tolueno destilado e, entéo,
sonicadas durante 5 minutos, a fim de remover o excesso de APTES e/ou moléculas
fracamente interagentes a superficie. Para cada processo de modificacdo, 8 — 10
laminulas foram utilizadas. Por fim, as laminulas foram enxaguadas com tolueno
destilado, secas sob fluxo de gas nitrogénio 5.0 e acondicionadas em placas de 24
pogos, em dessecador, até o uso. O protocolo utilizado nesta etapa esta ilustrado pela

Figura 12.
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Figura 12. llustracdo de etapas envolvidas na modificacdo de laminulas de vidro
com APTES. Da esquerda para a direita: i) imersdo de suporte de quartzo
contendo 8 laminulas circulares, em 30 mL de tolueno seco; ii) adicdo do
organosilano aplicado na modificacdo da superficie das laminulas ao meio
reacional, apds equilibrio da temperatura; iii) tratamento das laminulas apos o
periodo de reagdo, para eliminar residuos do processo através de sonicagdo em
tolueno; iv) armazenamento das laminulas em dessecador apds processo de
secagem. A manipulacdo dos reagentes e da reacdo se deu sob atmosfera de

nitrogénio.

Alguns pontos referentes as escolhas deste protocolo cabem serem discutidos,
entre eles 0 uso de solvente seco e a temperatura de reacdo. A presenca de agua se faz
necessaria para a promoc¢do da hidrélise do organosilano, porém o uso de solventes
comuns pode acarretar em altas taxas de hidrolise e polimerizacdo, levando a filmes
pouco resistente, mais espessos e pouco reativos. Em geral, tratando-se da superficie
utilizada neste trabalho, mesmo com o processo de secagem sob fluxo de nitrogénio e
armazenamento em atmosfera com umidade reduzida, ha a presenca de agua fisissorvida
a superficie %©73, mas em concentragdes muito menores aos percentuais encontrados em
solventes comuns, o que auxilia na hidrolise do organosilano e formagéo do filme fino,
porém em taxa mais brandas e controladas, levando a filmes mais reativos, menos
espessos e mais resistentes %74 Quanto a temperatura, as taxas de hidrolise e
condensagao variam conforme a temperatura do meio ®, logo, a adi¢do do organosilano
a reacgdo, cuja temperatura ainda nédo esteja estabilizada, pode acarretar em diferentes

condicdes reacionais e, portanto, filmes mais heterogéneos.

Uma vez preparadas, as laminulas modificadas com APTES foram utilizadas

para a modificacdo com eugenol. Para tanto, metade das laminulas foi reservada e a
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outra metade submetida a reacdo com o composto de interesse. Basicamente, quatro
laminulas foram submetidas ao procedimento descrito para modificagdo com APTES,
porém a 25 °C. Apds a estabilizacdo térmica, o volume determinado do antifingico foi
adicionado. A reacdo foi mantida sob atmosfera inerte e a 25 °C durante 4 horas. Apos,
as laminulas foram lavadas e secas conforme descrito anteriormente. Apds secagem, as
laminulas foram imediatamente utilizadas nos experimentos de inibicdo de biofilme.
Laminulas sem a modificagdo com APTES também foram submetidas a reacdo com
eugenol para investigar a possibilidade de interacdo apenas com 0s grupos silanois do

vidro.

4.8. Estratégias para verificacdo da modificagdo do substrato de vidro

Devido a indisponibilidade de acesso a técnicas de caracterizacao de filmes de
recobrimento, tais como espectroscopia de infravermelho em @ngulo rasante,
microscopia de forca atbmica, e elipsometria, estratégias alternativas foram elaboradas
para investigar, indiretamente, a formacéo dos filmes finos de APTES.

4.8.1. Modificacdo quimica e molhabilidade de superficie

A técnica de Molhabilidade ou Angulo de Contato foi aplicada para investigar
varia¢Bes na hidrofobicidade das laminulas, como indicativo & formagdo da camada de
organosilano. Para isso, trés organosilanos foram utilizados como agentes modificantes,
seguindo o protocolo descrito na Secdo 4.7. Neste experimento, os organosilanos (3-
aminopropil)trietoxissilano (APTES), Octiltrietoxissilano (C8) e
Cloro(dimetil)octadecilsilano (Cl+C18), foram utilizados. Para cada organosilano, 8
laminulas foram utilizadas, enquanto 16 laminulas foram submetidas a0 mesmo
procedimento, na auséncia de qualquer silano. Destas 16 laminulas, 10 foram utilizadas

como substrato controle durante medidas de molhabilidade.

4.8.2. Reacgdo com marcador fluorescente

A fim de identificar a presenca e reatividade dos grupos amino, provenientes do

organosilano APTES sobre as laminulas de vidro, buscou-se rea¢cdo com um marcador

53



fluorescente contendo o grupo isotiocianato (NCS), comumente encontrado em
marcadores utilizados para marcacdo de proteinas, devido a sua alta reatividade com
aminas primarias . A molécula utilizada como marcador fluorescente — 2-(4’-
isotiocianato—2’-hidroxifenil)benzoxazol — foi sintetizada por Rodembusch e col. "® e

fornecida pelo grupo de pesquisa.

Apdbs modificacdo das superficies das laminulas com APTES (conforme Secéo
4.7), estas foram submersas em solucdo de marcador em tolueno (0,5 mg mL™),
previamente aquecida a 70 °C. A reacdo foi mantida por 24 horas. Apo6s, cada laminula
foi removida e lavada com o mesmo solvente. Por fim, estas foram secas sob fluxo de
nitrogénio. Estes procedimentos estdo ilustrados na Figura 13. A determinagdo de

fluorescéncia foi efetuada conforme Secdo 4.3.3.

e
N2 ()= Sceagem
RRRRNNRR 70°C sob N2 (g) NNV N NN
24 horas ‘ | ' .
Laminulas modificadas com APTES Solugio marcador Sonicaciio em Armazenamento em dessecador
0,5 mg mL! tolueno por 5 min

Figura 13. llustracdo de etapas envolvidas na estratégia de verificacdo do filme de
APTES por sinalizacdo com composto fluorescente: i) exposicdo de laminulas
modificadas com APTES a solucdo do composto utilizado como marcador, em
tolueno, a 70 °C, sob atmosfera de nitrogénio; ii) remocado de excesso de marcador
por lavagem em tolueno assistida por ultrassom; iii) estocagem em ambiente com

umidade reduzida.

4.9. Sintese de particulas de silica pelo método de Stéber

As sinteses de particulas foram estabelecidas através do método sol-gel basico
idealmente diluido, comumente conhecido como Método de Stober 2. Através desta
abordagem, efeitos do catalisador utilizado (NHs, a partir de solu¢cdo de NH4OH) e do
tempo de sintese foram avaliados quanto ao tamanho e polidisperséo das particulas.
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Para as sinteses de particulas de silica pelo método de Stober, o volume de
reacdo foi fixado em 10 mL, para facilitar o processo de purificagdo, que demanda
etapas de ultracentrifugacdo para separacdo das particulas. Neste volume de reagdo, as
quantidades de TEOS e agua (ultrapurificada) foram fixados em 0,625 e 1,0 mL, para
estabelecer as concentragdes de 0,28 e 6,0 mol L, respectivamente. Os volumes de
catalisador (hidréxido de amonio, trietilamina ou trietanolamina) foram estabelecidos
conforme as concentragdes almejadas, de acordo com a finalidade do experimento. Em
todos os protocolos de sintese, etanol absoluto foi utilizado como solvente de reacéo, e
adicionado conforme volume necessario para completar 10 mL. De forma geral, para
estas sinteses, 0os volumes de etanol, dgua e catalisador foram adicionados a frascos
Erlenmeyer (50 mL). Os frascos foram fechados com septos de borracha e submetidos a
banho de ultrassom durante 10 minutos. Apos, os frascos foram mantidos em shaker
orbital a 200 rpm e 25 °C, durante 30 minutos. Entdo, a cada frasco foram adicionados
625 pL de TEOS (concentragio final 0,28 mol L), e o sistema foi mantido sob agitagéo
e temperatura constantes, por 24 horas ou 0 tempo necessario para 0 experimento

proposto.

Ap0s o periodo de sintese, as solucBes apresentaram aspectos que variavam de
levemente azulado a leitoso, dependendo das condicGes de sintese. Para a obtengdo das
particulas, cada reacdo foi fracionada em cinco microtubos de 2 mL, e centrifugadas a
12000 rpm durante 15 min, sob temperatura controlada (T = 25 °C). Esta primeira etapa
de centrifugacdo é necessaria para a separacao das particulas do meio reacional. Apos
esta etapa, 1 mL de etanol absoluto foram adicionados a cada microtubo. Apos
ressuspensdo em banho ultrassom, os microtubos foram submetidos a nova
centrifugacdo, sob as mesmas condicdes. Este procedimento foi repetido cinco vezes.
Estas etapas sdo necessarias para a eliminacdo de reagentes residuais, principalmente
amonia, pois podem induzir reacfes do tipo interparticulas. A etapas de sintese e
purificacdo estdo representadas na Figura 14. Por fim, as particulas foram ressuspensas
em agua ultrapurificada e/ou etanol absoluto, de acordo com as necessidades do
experimento, mas em geral, a ressuspensao se deu em etanol para posterior processo de
secagem, realizado em estufa (70 °C, durante 20 — 24 horas). Para os procedimentos de
secagem, foram evitadas as suspensGes em agua, pois devido a pressdo capilar do

solvente e possiveis interacfes de superficie devido a hidratacdo, o sistema se torna
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mais susceptivel a processos de agregacdo e aglomeracdo ’’. Mais detalhes sobre

meétodos de secagem serdo discutidos a seguir.

25°C /200 rpm por 30 min

1. Sintese

Ultrassom por 10 min

EtOH 8 |

H20
Vo IRINIES

| | iy
TEOS
- - 24 horas
) 8 M I8 -1 25°C/200 rpm E0
Suspensio

2. Purificacio

—— 12000 RPM —— 1mLEtOH ——

‘ ’ 15 min US por 1 min Secagem

—

Suspensio S repeticices Po

Figura 14. llustracdo das etapas desenvolvidas para sintese e purificacdo das particulas
de silica por Método de Stober. A sintese envolve as etapas de: i) homogeneizagdo do
solvente, co-catalisador e catalisador; ii) equilibrio da solucdo a 25 °C; iii) adicdo do
precursor de silica (TEOS); iv) manutencdo da reacdo a 25 °C durante 24 horas. A
purificacdo das particulas obtidas apds 24 horas de reacdo envolve as etapas de: i)
remocao da solucdo de reacdo por ultracentrifugacgéo; ii) lavagem com etanol assistida
por ultrassom, seguida de ultracentrifugacdo; iii) secagem de particulas suspensas em

etanol.

4.9.1. Otimizacdo da concentracdo de catalisador e tempo de sintese no preparo das

nanoparticulas

Para a verificacdo dos efeitos do catalisador sobre a sintese, as concentracfes
dos demais componentes foram fixadas (TEOS, &gua ultrapurificada e etanol), enquanto
a de NHs (a partir de NH4OH) foi variada de 0,2 — 0,8 mol L™, conforme Tabela 2 a

sequir.

56



Tabela 2. Condigdes experimentais para avaliacdo da influéncia da concentracdo do
catalisador sobre a sintese de particulas de silica. (Concentracdo de TEOS: 0,28 mol L;
Concentragdo de agua: 6,0 mol L?; Solvente: etanol absoluto; Tempo de sintese: 24
horas).

CODIGO  NHs[mol L] (a partir de NHsOH)

NP 1 0,21
NP 2 0,38
NP 3 0,58
NP 4 0,77

Apos a investigacdo da influéncia do catalisador sobre as particulas, a condigdo
que produziu menor tamanho de particula foi selecionada e, nesta condi¢do, o tempo de

sintese, no intervalo de 1 a 24 horas, foi avaliado.

Tabela 3. Condigdes experimentais para avaliacdo da influéncia do tempo de sintese
sobre as particulas. (Concentragdo de TEOS: 0,28 mol L; Concentragdo de agua: 6,0
mol L*; Concentragdo de NH3 (a partir de NHsOH): 0,21 mol L*; Solvente: etanol

absoluto).

CODIGO  Tempo [h]

NP 1 1h 1
NP 1 2h 2
NP 1 4h 4
NP 1 8h 8
NP 1 10h 10
NP 1 24h 24

Uma vez determinado, o tempo de sintese no qual foram obtidas as particulas
com menor didmetro foi estabelecido como padrdo para avaliar condi¢fes reacionais
pobres em catalisador, com o intuito de obter particulas na faixa de 100 nm, entéo,
conceitualmente definidas como nanoparticulas. Para isso, o intervalo de concentracdo

de catalisador investigado foi de 0,02 — 0,16 mol L.
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Tabela 4. Condicdes experimentais para avaliacdo da influéncia do catalisador sobre a
sintese de particulas de silica. (Concentragio de TEOS: 0,28 mol L™; Concentragéo de
agua: 6,0 mol L%; Solvente: etanol absoluto; Tempo de sintese: 1 hora).

CODIGO  NHs[mol L] (a partir de NHsOH)

NP 5 0,002
NP 6 0,01
NP 7 0,02
NP 8 0,04
NP9 0,08
NP 10 0,16

De acordo com os protocolos executados, foi observado que apenas a condi¢ao
NP 10 possibilitou a obtencdo de nanoparticulas apds 1 hora de sintese (nas demais
condi¢cdes ndo houve formacdo de particulas, mesmo ap6s 120 horas). Ainda, nesta
condicdo buscou-se avaliar dois pontos: (i) a estabilidade das particulas mantidas em
suspensdo; (ii) a possibilidade de aumentar a massa de produto, sem modificacdes
significativas nas propriedades das particulas (didametro e polidispersdo). Para o
monitoramento da estabilidade das NP 10, o didmetro e o indice de polidispersdo das
particulas suspensas em agua ultrapurificada foram monitorados ao longo de um ano.
Enquanto que para aprimorar a producdo de material, a sintese na condi¢cdo NP 10 foi
executada ampliando o tempo de sintese de 1 hora para 24 horas. Por fim, a mesma
condicdo foi avaliada durante diferentes tempos de sintese (1 — 24 horas) a fim de
verificar possiveis alteraces de massa, diametro e polidispersdo de forma mais
detalhada.

4.9.2. Métodos de secagem de nanoparticulas de silica

Para as aplicacOes-alvo desta tese, particulas em po eram necessarias, porém este
¢ um grande problema, pois métodos de secagem, em geral, podem acarretar em
modificagdes e até mesmo perdas das propriedades das particulas. Um fenémeno
recorrente € a agregacao/aglomeracédo das particulas durante processo de secagem, o que
dificulta a ressuspensdo das mesmas. Ainda que tenha sido verificado que as particulas
apresentam grande estabilidade em suspensdo, era preciso encontrar alguma
metodologia para obté-las em fase solida, mas conservando suas propriedades

nanométricas. Para isto, diferentes métodos de secagem foram testados, utilizando como
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condicdo reacional a NP 10 24 horas. Séo eles: (i) desidratacdo alcoolica seguida de
secagem em estufa a 70 °C — DA 70 °C; (ii) desidratacdo alcdolica seguida de secagem
a temperatura ambiente — DA amb; (iii) secagem a vacuo — SpeedVaccum; (iv)

liofilizacdo.

Na abordagem por desidratacdo alcéolica (DA) as particulas presentes em cada
microtubo foram submetidas a 5 lavagens e ressuspensées em etanol absoluto e, por
fim, mantidas em 1 mL de etanol absoluto, e submetidas & secagem em estufa & 70 °C 7’
e a temperatura ambiente para comparacdo de possiveis efeitos decorrentes da

temperatura de secagem (Figura 15).

Desidratacio alcodlica Secagem

70 °C T. Amb

== 12000 RPM == 1mLEtOH —— —— ——
15 min US por 1 min
—
Suspensio 5 repetigoes

Figura 15. llustracdo do procedimento de purificacdo das particulas de silica, baseado
na lavagem destas em etanol, assistido por ultrassom, e posterior secagem das mesmas

suspensas em etanol, utilizando estufa a 70 °C ou evaporagdo a temperatura ambiente.

Na abordagem de secagem a vacuo (SpeedVacuum), cada microtubo contendo
particulas suspensas em 1 mL de agua ultrapurificada foi congelado por imersdo em
nitrogénio liquido, durante 1 minuto, para entdo serem alocados no equipamento. Este
equipamento é um evaporador de amostra que combina altas rotagdes, através do
concentrador de amostras (Centrivap Concentrator - LABCONCO) a um alto vacuo,
estabelecido pelo acoplamento a um sistema de condensacdo e bomba de vacuo
(Centrivap Cold Trap — LABCONCO), permitindo que o solvente seja eliminado. Um
ponto importante a ser considerado sdo as interferéncias sobre as propriedades de
particulas, causadas pelo agquecimento na presenca de agua ’’, o que ocorre neste
equipamento devido as altas rotacdes. Por isso, fez-se uso de congelamento em
nitrogénio liquido, como forma de minimizar possiveis alteracbes nas propriedades do

produto (Figura 16). O tempo necessario para secagem do produto foi de 4 horas.
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Congelamento Secagem em Speed Vacuum
Lavagem em N, (I)

— e 9
e 12000 RPM == ImLH,;Q) =
15 min US por 1 min - . I
N ¢

Suspensio 3 repeticdes

Figura 16. llustracdo do procedimento de secagem das particulas de silica através
de exposicdo das mesmas a altas rotac6es (12000 rpm) sob vacuo. Previamente ao
processo de secagem, as particulas foram purificadas por meio de lavagens com

agua ultrapurificada, e congeladas em nitrogénio liquido.

Na abordagem baseada na liofilizacdo, aliquotas de 1 mL da suspensdo de
particulas em &gua foram transferidas para vials de 50 mL, e deixadas em processo de
liofilizacdo até secagem (Figura 17). O procedimento foi concluido ap6s 8 horas.

Liofilizacido
Congelamento | |
Lavagem em N, () i 1
[
—— 12000 RPM —— 1 mL H,0 ——
15 min US por 1 min
Suspensio 3 repeticodes

Figura 17. llustracdo de procedimento de secagem das particulas de silica através de
liofilizacdo. Previamente ao processo de secagem, as particulas foram purificadas por

meio de lavagens com agua ultrapurificada, e congeladas em nitrogénio liquido

Para todas as abordagens, o produto foi moido em moinho de agata e cerca de 1
mg foi utilizado para ressuspensdo em agua ultrapura, através de banho de ultrassom (25
Hz) durante 2 horas. Ap6s suspensdo, 10 — 100 pL foram diluidos a 1,5 mL para
determinacéo de didmetro hidrodindmico e indice de polidisperséo, através da técnica de
espalhamento dinamico de luz. Particulas mantidas em suspensdo (ndo submetidas a

processos de secagem) foram utilizadas como controle de didmetro e polidispersao.
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4.10. Incorporacao de compostos antifungicos as particulas de silica

Uma vez estabelecidas as condi¢cdes experimentais para producao das particulas
de silica, diferentes abordagens foram aplicadas a fim de proporcionar a incorporagédo
do antifungico eugenol as particulas e, assim, desenvolver a base para um filme fino

nanoestruturado e com propriedades antiadesivas.
4.10.1. Incorporacao de eugenol por exposicdo durante sintese

Nesta abordagem, eugenol foi adicionado durante a formagdo das particulas
produzidas por método de Stober. Devido as caracteristicas de estabilidade coloidal do
sistema, que pode ser facilmente afetada pela adicdo de outros compostos, levando a
modificacOes nas propriedades das particulas, investigou-se qual seria 0 momento mais
adequado para a adigdo do eugenol no meio reacional. Sabe-se que 0S primeiros
momentos da reacdo (periodo de nucleacdo) sdo altamente sensiveis a forca idnica do
meio %8, portanto a adicio de determinado composto pode ser uma interferéncia.
Considerando isso, investigou-se a adi¢do de eugenol em diferentes tempos de sintese (2
e 12 horas). Estes tempos foram selecionados, pois: (i) apds 1 hora € possivel verificar
visualmente a formacéo de particulas em suspensdo, indicando possivel fim do periodo
critico (periodo de nucleacdo); (ii) ao analisar os valores de diametro e polidispersao das
particulas ao longo de 24 horas, nota-se que ndo ha variacdes expressivas a partir de 2 h,
indicando o alcance de estabilidade pelo sistema.

Em resumo, o procedimento de sintese foi 0 mesmo descrito na Secdo 4.9, sob a
condicdo NP10 24h. Apds 2 e 12 horas de sintese, eugenol foi adicionado, em volumes
adequados para a obtencdo da concentracdo equivalente a 2 vezes a necessaria para
inibicdo de biofilme. Apos as 24 horas de sintese, as particulas foram isoladas e lavadas,
conforme protocolo descrito na Secdo 4.9, porém a solucdo reacional (apds
centrifugacdo inicial) e as de lavagens foram reservadas para a realizacdo de analises
por UV-Vis, a fim de determinar a eficiéncia de encapsulamento de eugenol. Um ponto
bastante relevante € a necessidade de diluir, imediatamente, a solugdo reacional, pois a
concentracdo residual de TEOS, catalisador e agua (alem das particulas ndo removidas
durantes centrifugacdo, que podem atuar como sementes) possibilitam a
producéo/crescimento de novas particulas, 0 que se torna uma interferéncia durante as

andlises por UV-Vis. Por outro lado, esta observagéo é interessante sob a perspectiva de
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aumento de rendimento, pois pode ser um indicativo de que mais material pode ser

produzido se o tempo de reacdo for prolongado.

As sinteses foram realizadas em triplicata, incluindo a reacdo controle (sem

adicéo de eugenol).

4.10.2. Incorporacdo de eugenol por adsor¢ao pos-sintese

Nesta abordagem, particulas de silica foram sintetizadas pelo Método de Stdber,
utilizando trietanolamina como catalisador, ao invés de hidroxido de amonio, a fim de
produzir diferentes propriedades texturais, tais como area especifica, volume e didmetro
de poros. Esta estratégia teve como objetivo a producdo de particulas com maior
porosidade, visto que o método de Stober pode estar associado a producéo de particulas
ndo porosas ou microporosas 82-84,

Para investigar a formacdo de particulas de silica com trietanolamina como
catalisador, diferentes concentra¢des do reagente foram aplicadas, conforme Tabela 5 a
seguir. O protocolo de sintese foi semelhante ao descrito na Secdo 4.9. Devido a
viscosidade do reagente, o0 mesmo foi pesado por diferenca, conforme as concentracfes

almejadas, apresentadas na Tabela 5, a seguir.

Tabela 5. Concentracdes de trietanolamina (TEA), utilizada como catalisador e agente
porogénico, na sintese de particulas de silica por método de Stober. (Concentracao de

TEOS: 0,28 mol L-1; Concentragdo de agua: 6,0 mol L-1; Solvente: etanol absoluto).

CODIGO TEA[mol LY

TEA1 0,3
TEA 2 0,4
TEA 3 0,6
TEA 4 0,8
TEAS 1,0

As particulas produzidas através deste protocolo foram utilizadas como
adsorventes de eugenol em solugéo etanolica. Para isso, 50 mg de particulas (secas e/ou
calcinadas a 550 °C por 2 horas) foram ressuspensos em 9 mL de etanol, com auxilio de
banho ultrassonico durante 2 horas, a fim de garantir melhor dispersdo das

nanoparticulas. Apds, a suspensdo foi mantida sob agitacéo vigorosa, a 30 °C durante 1
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hora. Entdo, 1 mL de solucdo de eugenol em etanol foi adicionado a suspensao
(produzindo mistura com concentracdo final equivalente a 1 ou 2 vezes a necessaria
para inibicdo de biofilme). A mistura foi mantida sob agitacdo, a 30 °C, durante 24
horas. Apds o periodo de contato, as particulas foram removidas por ultracentrifugacao
(12.000 rpm, por 15 minutos), e a fase de solvente foi transferida para novos microtubos
de 2 mL. Este procedimento foi repetido trés vezes para minimizar interferéncias
causadas por particulas que possam ndo ter sido sedimentadas durante etapa de
centrifugacdo. Por fim, a fase liquida foi analisada por UV-Vis sob comprimento de
onda de 282 nm.

Os experimentos foram feitos, em triplicata, incluindo suspens@es de particulas
sem adicdo de eugenol, analisadas com o intuito de verificar alguma interferéncia
espectral causada por particulas que possam ndo ter sido sedimentadas durante etapa de

centrifugacdo.

4.10.3. Incorporacao via ligacéo uretana

Nesta abordagem, as particulas de silica funcionalizadas com grupo isocianato
foram sintetizadas com a adicdo do organosilano 3-(trietoxisilil)propil isocianato apos
10 horas de sintese, nas proporcdes (mol:mol, silano:TEOS) de 1:10 e 1:1, conforme
Figura 18. A purificacdo das particulas foi feita conforme protocolo de desidratacao
alcodlica, descrito na Secdo 4.9.2 Entdo, estas particulas foram utilizadas como
adsorventes de eugenol em solucdo etandlica, conforme detalhado na se¢éo anterior.

25°C/ 200 rpm por 30 min
1. Sintese vime

I TE =
Ultrassem por 10 min
EtOH -
H20 —
NH40H _"_\
| | e = "l
KOS Adicio de | =l
- - 10horas  Organosilane j4porac [ ) y
. . L . 25°C /200 rpm 25°C /200 rpm Suspensiio

Figura 18. llustracdo do procedimento de sintese aplicado para producdo de particulas

de silica modificadas com organosilano 3-(trietoxisilil)propil isocianato.
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4.11. Sintese de organosilano modificado com eugenol

Devido a dificuldade em incorporar eugenol a estrutura das particulas, mesmo
utilizando particulas modificadas como suporte, uma nova abordagem foi proposta. Para
isso, seria necessario produzir um organosilano modificado com eugenol. Esta
abordagem seguiu a mesma racionalizagéo proposta para incorporagdo de eugenol em
particulas modificadas com o organosilano contendo o grupo isocianato (R-NCO), ou
seja, promover a interacdo entre eugenol e silano pela formacdo da ligacdo uretana,

conforme Esquema 3.

H
OH O._N._~_-Si(OEY)
7 ? = 00

Eugenol 3-(trietoxisilil)propil isocianato Eugenol-silano

Esquema 3. Proposta de reagentes e produto envolvidos na reagdo entre eugenol e 3-
(trietoxisilil)propil isocianato.

A reacdo foi executada seguindo o protocolo detalhado no APENDICE B.
Brevemente, 10 mmol de eugenol foram dissolvidos em 8 mL de tolueno seco, sob
atmosfera de nitrogénio. Entdo, foram adicionados 2 mL de solugéo de cloreto de cobre
(1) em acetonitrila seca. A mistura foi mantida a 30 °C por 30 minutos e, entdo, 15
mmol do organosilano foram adicionados. A reacdo foi mantida a 30 °C durante 24
horas, sob atmosfera de nitrogénio. Apds, o solvente foi removido em sistema de vacuo
e 0 material bruto foi analisado por espectroscopia de infravermelho com Transformada
de Fourier em modo ATR (FTIR-ATR). Por fim, o material bruto foi submetido a
processos de purificacdo através de cromatografia em coluna utilizando silica gel como
fase estacionaria (tamanho de particula: 220 — 400 mesh; 35 — 75 um), e diferentes
misturas de hexano:acetato de etila como eluente. Os protocolos de preparo da coluna

cromatografica e das etapas de eluicdo, estdo detalhados no APENDICE B.

Apos a purificagdo do produto de reagdo, 0 mesmo foi submetido as analises de
FTIR-ATR, RMN de *H, RMN de C, e espectrometria de massas de alta resolucéo,

utilizando a técnica QToF-MS.
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4.11.1. Sintese de particulas de silica modificadas com eugenol-silano

A producio das particulas de silicas foi feita através do método de Stober ©?,
conforme protocolo previamente descrito na Secdo 4.9. Para a incorporacao de eugenol-
silano nas particulas, o mesmo foi adicionado nas razdes molares (mol/mol%,
TEOS:eugenol-silano) de 1,0%, 5,0%, 10% e 20%. A fim de minimizar efeitos sobre as
reacOes de hidrolise e condensacdo durante a formacdo dos ndcleos, o silano foi
adicionado ap6s 10 horas de sintese, sendo necessario a solubilizacdo da respectiva
massa em 1 mL de etanol absoluto e, entdo, a adi¢cdo desta solucdo ao meio reacional. O
mesmo foi feito para a sintese sem silano (branco), na qual ap6s 10 horas de sintese,
apenas 1 mL de etanol absoluto foi adicionado. As reagdes permaneceram a 200 rpm e
25 °C até completar o periodo de 24 h. Apo6s, foram purificadas e secas conforme
protocolo descrito na Secdo 4.9.2. As particulas foram analisadas por espalhamento de
luz dindmico, sob as condi¢des detalhadas na Sec¢do 4.3.1. As particulas também foram
investigadas por andlise termogravimétrica, sob condi¢des descritas na Secédo 4.3.6.

4.11.2. Teste de atividade antifungica por inibi¢éo de col6nias

O teste comumente utilizado, nesta tese, para verificar atividade antifingica em
solucdo € o Método de Referéncia para Testes de Diluicdo em Caldo para a
Determinacdo da Sensibilidade a Terapia Antifingica dos Fungos Filamentosos;
Norma Aprovada (Documento M38-A do NCCLS) ¢, porém, ele é mais adequado para
sistemas homogéneos (solugdes), o que o torna menos aplicavel a este caso, no qual
suspensodes de particulas de silica sdo utilizadas como agentes antifingicos. Dois pontos
que demonstram a menor adequacao sdo: (i) utilizacdo de um meio de cultivo complexo
(RPMI-1640), que pode afetar a estabilidade das particulas devido aos componentes do
meio; (ii) por ser pensado para sistemas homogéneos, o cultivo é feito em modo
estatico, o que pode facilitar a decantagdo das particulas (principalmente em um meio

complexo), minimizando o contato com 0S esporos.

Para verificar atividade das particulas, suspensdes de 10, 20 e 30 mg mL™ foram
preparadas em agua ultrapurificada. As suspenstes foram sonicadas em banho
ultrassénico (25 Hz) durante 2 horas, e entdo foram submetidas & esterilizagdo por

autoclavagem.
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Apods o cultivo do fungo A. niger, conforme Secdo 4.4, 2 mL de agua
ultrapurificada (estéril) foram adicionados ao tubo contendo o meio de cultivo
inclinado, e este foi agitado suavemente, a fim produzir a suspenséo de esporos, que foi
transferida para microtubo estéril. A concentracdo de esporos nesta suspensdo foi
determinada através de multiplas contagens em camara de Neubauer (ou
hemocitdmetro). Entdo, a suspensédo foi diluida com agua ultrapurificada (estéril) para
obter a concentragio de 1,5.10° esporos mL?. Apos, 20 pL desta suspensdo foram
adicionados a um novo microtubo (estéril) contendo 980 uL de suspensao de particula
de silica em agua ultrapurificada (estéril), resultando na suspensdo de inéculo, com
concentracdo de 3.10% esporos mL™. Esta suspensdo de indculo foi mantida a 28 °C,
durante 24 horas, sob agitacdo a 600 rpm, a fim de garantir a manutencdo das particulas
em suspensdo e, consequentemente o contato entre particulas e esporos. Apds o periodo
de incubacdo, 50 pL de cada suspensédo foi transferido para placas de Petri contendo
meio de cultivo constituido de glicose (10 g L), L-Arginina HCI (2,1 g L) e Select
agar (15 g L), e o indculo foi espalhando utilizando esferas de vidro estéreis. As placas
foram incubadas durante 72 horas a 28 °C. Apds o periodo de incubagdo, 0 nimero de
colbnias foi contado. Este protocolo esté ilustrado na Figura 19. O procedimento foi

executado em quadruplicata.
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1. Cultivo 2. Preparo de Estoque

Suspensio Estoque

Diluigao ~
| | 1 a 3.10° esporos mL™

BT ) s dicao de PBS

10 dias ) 2) Agitagio '

/ Suspensiio 3. Preparo de Indculo
T
Estoque Susp. de particulas de silica Suspensio de indculo

(10 a 30 mg mL™") (1000 a 3000 esporos mL™")

4. Incubacao 5. Cultivo em placa

IT I3 77§37 70 28°C
600 rpm o o
24 h 50 pL.

Suspensiio de inéculo
Suspensio de inéeulo

6. Contagem

28 °C 5
72 h 3 4

Figura 19. llustracdo das etapas de: (1) cultivo de A. niger em meio inclinado e coleta
inicial de esporos; (2) preparo de suspensdo estoque de esporos (solugdo-mae); (3)
preparo do indculo de esporos em suspensdo de particulas de silica modificadas com
eugenol-silano; (4) incubacdo do sistema fungo-particulas sob agitacdo e temperatura
controlada; (5) Inoculacéo da suspensdo de esporos e particulas de silica a placa de Petri
contendo meio solido; (6) Cultivo e contagem das col6nias desenvolvidas. Experimento

realizado em quadruplicata.

4.12. Teste de similaridades de cores em ambiente controlado
A fim de investigar possiveis efeitos visuais sobre a qualidade de imagens
obtidas utilizando sistemas submetidos aos processos de modificagcdo, propostos na

presente tese, amostras modificadas foram anexadas a camera embutida de um
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smartphone, e utilizadas para fotografia em ambiente de luz controlada. Pelo fato de as
laminulas utilizadas como modelo neste estudo serem bastante frageis, 1dminas de vidro
(comumente utilizadas para microscopia Optica) foram cortadas e submetidas aos
processos de limpeza e ativacao (Se¢édo 4.6), e de modificacao de superficie (Secéo 4.7).
Conforme Figura 20, 5 1dminas foram cortadas em 8 unidades cada uma, totalizando 40
unidades menores. Destas 40 unidades, 20 foram selecionadas para 0S processos
limpeza, ativagdo e modificagéo.

S G
~
2\ \3/ 2 \8 5 - Nio modificadas
~ N S 5-APTES 0,1% com eugenol
1 6 »5 —_— 5 - APTES 2% com eugenol
< SEN 5 - 300 mg eugenol-silano
5 lAminas de vidro 40 unidades 20 selecionadas

para modificaciio

Figura 20. llustragdo do processo de preparacado de laminas de vidro utilizadas em

teste de qualidade de imagem.

Apo6s a finalizagdo dos tratamentos das laminas, estas foram utilizadas para
aquisicdo de imagens em ambiente controlado. Para isso, uma fonte de iluminacdo com
intensidade controlada foi utilizada. Além disso, as fotografias foram registradas
utilizando smartphone equipado com aplicativo para controle de parametros
fotogréaficos como 1SO, tempo de exposicdo, balanco de branco, distancia focal, entre

outros. As especificacdes utilizadas estdo dispostas a seguir:

i. Fonte de iluminacdo: VL49 RGB-Ulanzi (800 Lux/0,5 m; 6 W; angulo de
iluminacdo de 120 °) utilizada na temperatura de cor de 6500 K, simulando a cor
média da luz do dia. A intensidade de brilho utilizada foi de 100 %;

ii.  Camera: camera embutida (48 MP) de smartphone Redmi Note 8 (Xiaomi);
iii.  Aplicativo de aquisicdo de imagem: Open Camera (PlayStore);
iv.  Parametros de aquisicdo de imagem: 1SO 200, velocidade de obturador 1/200 s,

distancia focal de 0,5 m;

As imagens foram obtidas utilizando mini estidio, em ambiente sem iluminagéo

secundaria, conforme ilustrado pela Figura 21.
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Figura 21. llustragdo das configuracOes utilizadas para aquisicdo das imagens em

ambiente controlado.

Desta forma, ao final do processo de aquisi¢do de imagens, para cada grupo de
lamina (sem tratamento, com APTES 0,1 %, com APTES 2,0 %, e com 300 mg de
eugenol-silano) 10 fotografias foram registradas. A fim de investigar variagdes na

qualidade das imagens adquirida, a abordagem ilustrada na Figura 22 foi aplicada.
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Figura 22. llustracdo das etapas estabelecidas para a amostragem das imagens

utilizadas em analises de similaridade.

As imagens foram analisadas utilizando dois espacos de cor, RGB e Lab. O
espaco de cor RGB opera em um sistema tridimensional composto pelos canais de cores
vermelho (R, red), verde (G, green) e azul (B, blue). O espaco de cor Lab também
utiliza trés componentes para exprimir a mesma informacao, porém utilizando os canais
de luminancia (L, lightness) e dois canais de cor, a* e b*, representando vermelho-verde

e azul-amarelo, respectivamente.

Na abordagem utilizando o espaco de cor RGB as amostras foram submetidas a
deconvolugdo dos canais RGB e HSL (hue, saturacdo e luminancia), e a investigacao
das contribuicdes de cada componente no agrupamento ou separacdo das amostras,
utilizando método de Analise de Componentes Principais (PCA), através do software
ChemoStat ®. Em paralelo, as imagens RGB foram convertidas para o espaco de cor
Lab, utilizando o software FI1JI, onde foram submetidas a medicdo dos valores das

componentes L, a* e b* (para cada regido originalmente colorida), conforme Figura 22.
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As analises no espaco de cor Lab foram feitas para investigar, por meio de uma segunda
abordagem, a variabilidade das percepc6es de cor, conforme o tratamento na lamina de
vidro. Este parametro de variabilidade (ou similaridade) é descrito como AE, e pode ser

determinado através de Equacéo (1), a seguir.

AE = \/(Ll —Ly)?* + (a*y —a*3)? + (b*y — b*;)? 1),

ou seja, AE representa a distancia Euclidiana entre duas cores pertencentes ao espaco
Lab, cujas posi¢des neste espaco sdo determinadas pelos valores dos componentes L, a*

e b*. A partir de AE os seguintes intervalos de percepgao de cores sdo estabelecidos:

e AE < 1,0 — Nao é possivel observar diferenca entre as cores;

e 1,0 <AE <2,0-Com muita atengdo é possivel notar alguma diferenca entre as
cores;

e 2,0 < AE < 3,5 — Olhando rapidamente ja € possivel notar diferenca entre as
cores;

e 3,5<AE<5,0- E possivel notar uma grande diferenca entre as cores;

e AE > 5,0 — Sédo cores totalmente diferentes

Por fim, a similaridade de cores foi investigada através de formuléario de
percepcdo, utilizando perguntas fechadas, realizado de forma online (Formulario em
anexo; APENDICE C). O formulério foi dividido em duas se¢@es: i) informacdes sobre
caracteristicas de quem esta realizando o teste, e qual o dispositivo utilizado para isso;
i) 16 duplas de cores exibidas para andlise. O formulario foi disponibilizado a
comunidade da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, através de secretarias de
graduacdo e pos-graduacdo. A pesquisa obteve 159 respostas. Para selecdo dos grupos
avaliados, o formulario foi tratado através do software NVivo 14, para selecdo de
grupos com caracteristicas de interesse. Inicialmente, o seguinte grupo (N = 33) de
perfil foi selecionado: 18 a 40 anos; nenhuma especificidade visual; formulario
respondido em smartphone. Apos a selecdo do grupo, as 33 respostas para cada par de

imagens foram avaliadas.
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5. Resultados e discussao

5.1. Testes de sensibilidade a antifungicos

Conforme demonstrado na Tabela 6 a seguir, dentre os compostos investigados,
eugenol, citral e extrato de plumieridina apresentaram atividade antifungica, nas

condicdes investigadas, frente ao fungo A. niger.

Tabela 6. Relacdo dos compostos utilizados durante experimentos de sensibilidade a

antifangicos e seus respectivos resultados.

Composto CAA [pg mL]®  Fator de inibigdo®  MIC [pg mL1]°
Acido Laurico N.O. ¢ 0 N.O.
Acido Octandico N.O. 0 N.O.
Catequina N.O. 0 N.O.
Citral - Emulséo - - 625
Citral DMSO 1% N.O. 0 N.O.
Clorimuron Etilico N.O. 0 N.O.
Curcumina 12.5 3 N.O.
Eucaliptol - Emulsédo N.O. 0 N.O.
Eucaliptol DMSO 1% N.O. 0 N.O.
Eugenol - Emulséo - - 3125
Eugenol DMSO 1% 250 1 N.O.
Extrato de Plumieridina - - 2500
Nerolidol N.O. 0 N.O.
Quitosana N.O. 0 N.O.
Trans-cariofileno N.O. 0 N.O.
[ - Cariofileno N.O. 0 N.O.

a Concentragdo com Atividade Antifangica;

b Fator de inibicdo de desenvolvimento fingico — 0: sem inibicdo; 1: 25 % de inibicdo; 2: 50 % de
inibicdo; 3: 75 % de inibigéo; 4: 100 % de inibicéo. Replicatas n =4

¢ Concentragdo minima inibitdria (inibicdo completa)

d Néo observado.

Dentre os compostos investigados houve aqueles que ndo apresentaram
concentragdo minima inibitoria (MIC), porém apresentaram inibi¢do parcial quando
utilizados em uma concentracédo especifica, aqui denominada de concentragdo minima
para atividade antifungica (CAA), na qual ndo houve inibigdo total do desenvolvimento,
porém houve alguma inibigdo, como o caso da curcumina, cuja atividade promoveu uma

reducéo de 75 % no desenvolvimento do fungo. Todavia, por enquanto, apenas aqueles
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compostos que apresentaram MIC foram selecionados para investigagdo em

experimentos de inibi¢do de formacéo de biofilme.

Dentre os compostos com atividade antifungica estdo eugenol e citral. De acordo
com a literatura, o 6leo essencial de cravo-da-india, que contém elevada concentracéo
de eugenol, tem efeito antifingico em A. niger devido a possibilidade de interacdo com
bicamada fosfolipidica, e consequente alteragdes na membrana citoplasmatica, como
aumento da permeabilidade, levando ao extravasamento do contetido celular . O
mesmo mecanismo tem sido associado a acdo antifungica de eugenol contra Botrytis
cinerea ®. A possibilidade de alteracdes na membrana celular fingica também tem sido
proposta como mecanismo de acdo contra Trichophyton rubrum em estudo que
apresenta o potencial inibitorio da biossintese de ergosterol, constituinte importante das
membranas celulares &, devido a exposicdo a eugenol. Em Candida albicans, o efeito
antifungico de eugenol vem sendo associado a sua conversdo a derivados de quinona
mediada pelo citocromo P-450, devido sua interferéncia nos niveis intracelulares de
glutationa e outras caracteristicas citotoxicas . Tratando-se do citral, uma das
propostas de mecanismo de acdo contra A. niger € baseada na oxidacdo induzida por
espécies radicalares, promovendo a peroxidacdo dos lipidios que constituem a
membrana celular 8. Além disso, seu mecanismo de agdo contra Zygisaccharomyces
rouxii % também tem sido associado a danos na membrana celular, acarretando no

extravasamento do contelido intracelular.

5.2.  Inibico de biofilme

Como primeiro passo, para garantir a continuidade dos experimentos, a
aplicabilidade do protocolo de formacéo de biofilme foi investigada, a fim de verificar a
capacidade de A. niger produzir tal estrutura sob as condic¢des de trabalho. A Figura 23
apresenta resultados de duas abordagens empregadas para verificar a aplicabilidade do
protocolo proposto: (A) coloracdo de biomassa fungica desenvolvida sobre laminulas de
vidro; (B) mapeamento topografico de tais estruturas pela técnica de perfilometria

Optica 3D.
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Figura 23. Indicativos experimentais de formagdo de estruturas possivelmente
associadas a presenca de biofilme, através de testes de coloracdo de biomassa por
Cristal Violeta, com determinacéo de absorbancia sob o comprimento de onda de
600 nm (A) e visualizacdo através da técnica de Perfilometria Optica (B).

Replicatas N = 4

Através das técnicas empregadas, foi possivel verificar a existéncia de estruturas
possivelmente relacionadas a biofilme. Frente aos indicios de formacdo de biofilme

68 este protocolo foi

aliados aos conhecimentos pré-estabelecidos em literatura
escolhido para executar os experimentos de inibicdo de biofilme. Para tal, os

experimentos foram desenvolvidos conforme protocolo detalhado na Secéo 4.5.

5.2.1. Inibicao de biofilme com antifungicos em solucao

A partir dos testes de sensibilidade, os compostos capazes de inibir
completamente o desenvolvimento do fungo modelo foram selecionados, e submetidos
aos experimentos de inibicdo de formacdo de biofilme, conforme protocolos descritos
na Secdo 4.5. A Figura 24, representa os resultados dos experimentos realizados para
verificar a capacidade dos compostos eugenol e citral em inibir a formacéo de biofilme
de A. niger.

74



0,40 .
0,35 |
0,30 |
0,25 |
0,20 |
0,15 |
0,10 |
0,05 |

Eugenol Citral

Absorbancia

*
]
l

Figura 24. Resultados de experimento de inibigdo de biofilme utilizando eugenol e
citral em solugdo, nas concentraces equivalentes a 1 e 2 vezes os valores de MIC
determinados em testes de sensibilidade, através de testes de coloracdo de biomassa por
Cristal Violeta, com determinacdo de absorbancia sob o comprimento de onda de 600
nm. Replicatas N = 4. Auséncia de diferenca estatistica em comparacdo ao grupo
controle negativo * (p < 0,05). Teste one-way ANOVA seguido do pés-teste de Tukey.

Dentre os compostos selecionados, apenas 0 extrato de plumieridina ndo pode
formacdo de biofilme quando utilizados em solugcdo. Um ponto bastante interessante
para considerar é o fato de que ndo houve crescimento de biomassa sobre as laminulas,
porém houve intenso desenvolvimento do fungo em suspensdo, indicando que, nas
condicdes investigadas, possivelmente os compostos apresentem efeito antiadesivo, mas
ndo fungicida. Esta acdo pode estar associada a capacidade de inibicdo da germinacao

dos conidios &'.

5.3.  Efeitos de eugenol e citral em hifas de Aspergillus niger

Cada uma das trés replicatas de amostra de hifas do fungo A. niger,
desenvolvidas sobre substrato de silicio recoberto com ouro, foi analisada por
microespectroscopia de absorcéo na regido do infravermelho, em cinco regides distintas,
gerando para cada amostra 15 espectros na faixa de 400 a 4000 cm™. Estes espectros

foram combinados, gerando um espectro resultante. Este procedimento foi realizado
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para as amostras Controle, Eugenol 1 (exposi¢do a 19,5 pg mL™), Eugenol 3 (exposic&o
a 78 ug mL™), Citral 1 (exposi¢do a 39 pg mL™) e Citral 3 (exposi¢do a 156 pg mL™L).

Os espectros estéo representados na Figura 25.
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Figura 25. Espectros adquiridos por analises de micro-FTIR, em modo Refletancia
em reflexdo de ponto Unico, realizadas em hifas de A. niger desenvolvidas sobre
substrato de silicio recoberto com filme fino de ouro. Na parte superior estdo os
espectros de hifas desenvolvidas na presenca de eugenol, enquanto na parte
inferior estdo os dados referentes aquelas cultivadas na presenca de citral.
Condices de analise: modo reflectancia; magnificacdo de 15 vezes; resolugdo de 8
cm “1; 512 scans; detector MCT. Integracdo dos sinais para determinacédo da razéo
Amida I/Amida Il, a partir de deconvolugdo dos sinais na faixa de 1730 cma 1480
cm1, com picos centrados em aproximadamente 1640 cm™ e 1540 cm?, atribuidos

a Amida I e 11, respectivamente.

Através do espectro de infravermelho na regifo de 1850-750 cm™, é possivel

identificar a presenca de alguns sinais usualmente investigados em sistemas bioldgicos.
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Entre 1800 e 1450 cm™ é possivel verificar dois sinais de maior intensidade, definidos
como Amida | e Amida Il %, Estes sinais possibilitam a investigacio de estruturas
secundarias de proteinas, e polipeptideos %2. A banda Amida | pode ser atribuida ao
estiramento C=0 dos grupos amida, enquanto Amida Il a combinacgéo do estiramento C-
N (do esqueleto peptidico) e da deformacdo angular da ligacdo (C)-N-H (dos grupos
peptidicos) 9. Através de analises sobre o comportamento destes sinais, podem-se
obter informagBes sobre mudangas conformacionais das proteinas °°%’. Entre as
possibilidades de analise, esta a razéo entre os sinais, cuja modificacdo apds interacao
com algum agente externo, pode indicar mudancas conformacionais do contedo
proteico 9. Na regido compreendida entre 1450 e 750 cm™ é possivel obter
informagdes sobre a organizacio das estruturas de cadeia do DNA %,

Através da Figura 25 é possivel verificar os perfis de absorcdo associados ao
fungo A. niger cultivado na auséncia (controle) e na presenca de eugenol (superior) e
citral (inferior). Na Figura 25 é possivel identificar a diminuicdo da razdo Amida
I/Amida Il, revelando mudancas conformacionais causadas pela exposicdo do
microrganismo a eugenol. A partir da deconvolugio das bandas, na faixa de 1730 cm™a
1480 cm™, com picos centrados em aproximadamente 1640 cm™ e 1540 cm, atribuidos
a Amida | e Il, respectivamente, é possivel verificar a diminuicdo da razdo Amida
I/Amida Il, que varia de 1,9 + 0,1 (unidade de area) para o controle positivo, a 1,4 + 0,2
(unidade de area) para as amostras expostas a 156 ug mL™ de eugenol. Além disso, o
deslocamento do sinal atribuido ao estiramento assimétrico de grupos fosfatos
(Vassim.(PO2)) de 1241 para 1220 cm™ (considerando resolucéo espectral igual a 8 cm™),
ratifica a presenca de mudancas conformacionais no DNA (A-DNA para B-DNA) %498~
101 A inversdo das intensidades relativas aos sinais em 1072 e 1043 cm, atribuidos ao
estiramento simétrico O-P-(O) (vsim.(PO2)) e ao estiramento C-O (v(C-0)),
respectivamente, pode indicar danos na estrutura do DNA 9496192 por fim, o surgimento
do pico a 830 cm pode estar associado a transi¢do para conformagdo B-DNA 1%, Além
disso, na Figura 25 é possivel verificar alteragdes similares aquelas ocorridas frente ao
tratamento com eugenol, porém, a exposicdo ao citral, a principio, ocasiona mudancas
conformacionais mais brandas, ainda que de mesma natureza. Isto se torna mais
evidente ao observar o menor deslocamento do sinal atribuido ao estiramento

assimétrico de grupos fosfatos (1241 cm™), assim como a existéncia da alteragdo nas
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intensidades relativas aos sinais em 1072 e 1043 cm™, embora ndo haja inverséo das

mesmas, como observado para eugenol.

Estas observacdes estdo em acordo com estudos sobre mecanismos de acédo de
citral, eugenol e derivados, em sistemas bioldgicos, nos quais a inducéo de producéo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) 104106 estaria relacionada a diferentes danos

celulares, incluindo fragmentacdes do DNA 107108

5.4. Inibicao de adesao atraveés de filme fino
5.4.1. Sintese de recobrimento em solugao e atividade antibiofilme

Conforme detalhado na Secdo 4.7, a modificacdo das superficies das laminulas,
para sintese de filmes finos com propriedade antibiofilme, tem como ponto inicial a
formacdo de um recobrimento reativo, baseado em APTES, sobre as laminulas. Porém,
devido a espessura deste filme que, pode variar de estruturas monolamelar a estruturas
com poucas dezenas de nanémetros, técnicas quimicas de analise direta, como por
exemplo espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier, ndo apresentam
sensibilidade para a detec¢do dos compostos envolvidos. Pensando nisso, buscaram-se
abordagens distintas para investigar a presenca dos filmes finos propostos. Como
primeira abordagem, as laminulas contendo o suposto filme de APTES foram
submetidas aos experimentos de crescimento de biofilme, para verificar se haveria
efeito inibitério sobre o desenvolvimento do fungo. Os resultados observados nessa

abordagem estéo dispostos na Figura 26.
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Figura 26. Resultados de experimento de inibicdo de biofilme sobre laminulas
modificadas utilizando diferentes concentracfes de organosilano APTES, através de
testes de colorag@o de biomassa por Cristal Violeta, com determinacdo de absorbancia
sob o comprimento de onda de 600 nm. Replicatas N = 4. Auséncia de diferenca
estatistica em comparacdo ao grupo controle positivo * (p < 0,05) e ** (p < 0,001).

Teste one-way ANOVA seguido do pds-teste de Tukey.

Conforme Figura 26, ndo foi identificada inibicdo no desenvolvimento do
biofilme sobre laminulas modificadas com diferentes concentragdes de APTES. E
importante salientar que a concentracdo de APTES aplicada como padrdo nos
protocolos de modificacdo das laminulas foi de 0,1 % (v/v), porém concentracGes
maiores (10 e 20 vezes) foram utilizadas para verificar algum efeito inibitério. No
entanto, a partir da concentracdo de APTES igual a 1,0 % (v/v) foi observada a
formagdo (a0 que tudo indica) de estruturas aglomeradas, com crescimento
desordenado, sobre as superficies das laminulas, o que pode ser identificado na forma
de manchas esbranquicadas ao longo do vidro. Esta observacdo pode ser relacionada a
polimerizagcbes horizontais e n&o-orientadas, levando ao crescimento de estruturas
tridimensionais sobre as laminulas, devido ao excesso de organosilano, promovendo
estruturas muito maiores e mais espessas do que o filme monocamada inicialmente
proposto "2, Este problema pode ser minimizado, porém n3o evitado, ao submeter as
laminulas a banho ultrassom (usando tolueno ou etanol como solvente de imersdo) por

alguns minutos. De acordo com as andlises de transmitancia realizadas por
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espectroscopia UV-Vis (Figura 27), a modificacdo das laminulas com diferentes
concentracdes de APTES ndo promoveu perdas na transparéncia do material quando

comparadas com laminulas ndo modificadas, na faixa de 400 a 700 nm.

——Laminula ndo modificada APTES 0,1 % —APTES2 %
(A) (B)
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Figura 27. Espectros de transmitancia para laminulas ndo modificadas e
modificadas com APTES 0,1 % e 2 % na faixa espectral de 200 a 700 nm (A). (B)

amplificacdo do perfil de transmitancia das laminulas na faixa de 400 a 700 nm.

Outra abordagem pensada para verificar a ocorréncia da modificacdo foi a
medida de hidrofobicidade através da técnica de angulo de contato pelo método de gota
séssil. Inicialmente seria feita apenas a comparacdo entre laminulas ndo modificadas e
aquelas modificadas com APTES, porém devido a possibilidade de que as medidas
fossem similares, pela caracteristica de fraca hidrofobicidade de ambos os materiais,
mesmo protocolo de modificacdo foi aplicado para organosilanos com caracteristicas
mais hidrofébicas, como C8 e C18. Os resultados das medidas e dos angulos estdo

representados na Figura 28.
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Figura 28. Medidas de molhabilidade através da técnica de angulo de contato pelo
método de gota sessil, realizadas sobre a superficie de laminulas sem modificacdo e
modificadas com APTES, C8 e C18. Replicatas para Branco N = 12; demais replicatas
N =4,

A partir das medidas de molhabilidade é possivel inferir que através do
protocolo de modificacdo superficie houve mudancas na superficie das laminulas a
ponto de detectar variacfes em suas hidrofobicidades, porém como a técnica nao
apresenta resolucdo quimica, ndo hd como garantir a presenca dos filmes finos
propostos. Todavia, é interessante avaliar que a hidrofobicidade aumenta conforme o
aumento da cadeia alifatica do organosilano empregado, ainda que ndo haja diferenca
expressiva entre as medidas para C8 e C18, 0 que pode estar associado a degradacédo do
organosilano C18, visto sua alta reatividade por ser um organosilano halogenado

modificado com um grupo cloro.

Pensando na falta de resolucdo quimica da abordagem anterior, ainda que
altamente sensivel a mudancas na superficie, decidiu-se investigar a presenca e a
reatividade dos grupos APTES através de sinalizagdo com marcador fluorescente. Para
isso, a molécula 2-(4’-isotiocianato—2’-hidroxifenil)benzoxazol foi utilizada como
sinalizador, conforme protocolo detalhado na Secdo 4.8.2 , devido a presenca do grupo
funcional isotiocianato, recorrente em marcadores de proteinas, pela facilidade em

reagir com aminas primarias (R-NHz) ">'¢, conforme Figura 27.

81



HO,

HO s
O N\ Q NCS + NH,-R —= ©:\>_©'ﬂ&"“
0
CO-D st D e

Figura 29. llustracdo de reagOes entre o composto utilizado com sinalizador e:
(superior) uma amina primaria com grupo substituinte R; (inferior) grupo amina
presente na molécula do organosilano APTES, presente na superficie de laminulas

modificadas. Em ambos os cenarios se almeja a formacéao da ligagdo tioureia.

Conforme Figura 29, a verificacdo de fluorescéncia estaria condicionada a
existéncia do filme de APTES sobre a laminula, devido ao fato deste ser o responsavel
pela distribuicdo de grupos amino. Porém, a fim de verificar se interagdes vidro-
sinalizador seriam suficientes para a retengdo do composto junto a superficie da
laminula, estas foram limpas, ativadas e expostas ao marcador. Além disso, laminulas
sem nenhuma modificacdo quimica, e outras contendo apenas a modificacdo com
APTES 2%, foram submetidas as medidas de fluorescéncia. Os resultados destas

medidas estdo representados pela Figura 30.
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Figura 30. Espectros de fluorescéncia obtidos para as amostras de laminulas, com e

sem modificacdo, na faixa de 400 a 700 nm. A aquisicdo dos sinais foi feita utilizando

fendas de excitacdo/emissdo iguais a (A) 1,5 nm / 5,0 nm e (B) 5,0 nm / 5,0nm,

respectivamente. O comprimento de onda de excitacdo utilizado foi de 365 nm para

ambas as configuragdes. As amostras foram analisadas em quadruplicata.
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Através das investigacdes por espectroscopia de fluorescéncia em estado sélido
(Figura 30), é possivel verificar o perfil de emissdo, com maximo em 526 nm, atribuido
ao composto utilizado como sinalizador, em laminulas modificadas com APTES 2%,
expostas a solucdo do marcador. Para as demais amostras ndao se observa este sinal,
mesmo para laminulas sem modificacdo com APTES expostas ao marcador, indicando
que, possivelmente, apenas grupos funcionais presentes no vidro, como silandis (Si-
OH), ndo séo suficientes para o ancoramento do sinalizador. Desta forma, é possivel
inferir sobre a necessidade do filme de APTES para a fixacdo do sinalizador e,
consequentemente, sobre a existéncia do mesmo. Além disso, outro aspecto importante
identificado através destes resultados é a grande separagdo entre 0 maximo de absorcao
(365 nm) e 0 méximo de emissdo (526 nm) para 0 composto utilizado como sinalizador,
denominada de deslocamento Stokes '%°. Este comportamento se mostra coerente a
natureza da molécula utilizada como sinalizadora, uma vez que a mesma apresenta
processos de relaxacdo envolvendo transferéncia protonica intramolecular em estado
excitado (ESIPT) 76110111,

Outro indicativo de que a sintese do recobrimento ocorreu é exatamente sua
aplicabilidade na inibicdo de formacdo de biofilme sobre as laminulas modificadas. A
Figura 31 apresenta os valores de absorbancia do corante Cristal Violeta aderido a

biomassa que se desenvolveu sobre as laminulas.
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Figura 31. Inibicdo de formacgdo de biofilme sobre laminulas modificadas com filme
fino a base de eugenol. (A) capacidade de inibicdo de biofilme pelo recobrimento
utilizando diferentes concentracdes de APTES; (B) indicativo de desenvolvimento de
biofilme sobre laminulas contendo apenas eugenol, sem modificagdo prévia com
APTES, através de testes de coloragdo de biomassa por Cristal Violeta, com
determinacédo de absorbancia sob o comprimento de onda de 600 nm. Replicatas N = 4.
Auséncia de diferenca estatistica em comparacdo ao grupo controle negativo * (p <
0,05). Auséncia de diferenca estatistica em comparacdo ao grupo controle positivo ** (p
< 0,05) Teste one-way ANOVA seguido do pos-teste de Tukey.

Conforme resultados de experimentos de inibicdo de biofilme por filme fino, o
protocolo aplicado apresenta capacidade de impedir o desenvolvimento de biomassa
fangica sobre as superficies das laminulas, mesmo para concentragdes menores de
APTES. Além disso, é possivel verificar na Figura 31B que apenas a modificagdo com
eugenol (625 ug mL™) n&o foi o suficiente para inibir a formagéo de biofilme, indicando
a importancia da primeira camada de APTES sobre o vidro, possivelmente atuando
como ponto de retencdo as moléculas de eugenol e, por consequéncia, indicando a

presenca desta camada.
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Por fim, outra maneira de verificar a aplicabilidade deste protocolo, para 0 uso
ao qual se destina, foi realizar a modificacdo da superficie das laminulas com APTES
em outro solvente e, para isso, foi utilizado metanol, mantendo a segunda modificagdo
(o tratamento com eugenol) em tolueno seco. Os resultados de inibicdo de adesdo
celular obtidos para os substratos modificados nessas condi¢cGes experimentais estdo

representados na Figura 32.
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Figura 32. Resultados do teste de inibicdo de biofilme sobre laminulas modificadas,
utilizando metanol como solvente para reacdo de silanizacdo de superficie com APTES
0,1 e 1%, através de testes de coloracdo de biomassa por Cristal Violeta, com
determinacédo de absorbancia sob o comprimento de onda de 600 nm. Replicatas N = 4.
Auséncia de diferenca estatistica em comparacdo ao grupo controle positivo * (p <

0,05). Teste one-way ANOVA seguido do pds-teste de Tukey.

De acordo com os resultados expostos pela Figura 32, a modificagcdo das
laminulas com APTES é, conforme esperado, sensivel ao meio reacional e, além disso,
ao alterar esta primeira etapa de modificagcdo, o filme fino final (suspostamente
contendo eugenol) ndo apresenta atividade antibiofilme. E possivel relacionar estas
observagdes com as caracteristicas do filme de APTES formado, pois ha indicativos de
que, na presenca de agua (neste caso, proveniente do solvente), 0s grupos amino podem

interagir diretamente com a superficie do vidro, tornando-os menos acessiveis,
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produzindo um filme menos reativos 2 e, portanto, com menor interacio com as

moléculas de eugenol.

5.5. Inibicdo de biofilme através de recobrimentos multifuncionais

Como alternativa as limitacdes dos filmes finos, principalmente quanto a sua
baixa estabilidade & agua e, possivelmente & umidade, foi proposto o desenvolvimento
de filmes nanoestruturados, compostos de nanoparticulas de silica contendo eugenol.
Para isso, 0 primeiro passo para tornar esta alternativa factivel ¢ a sintese das

nanoparticulas e, para isso, 0 método de Stober 2 foi selecionado.

5.5.1. Sintese de nanoparticulas de silica através de método de Stéber

O primeiro ponto investigado, referente ao protocolo de sintese, foi a influéncia
da concentracdo do catalisador sobre o tamanho das particulas produzidas, conforme
Figura 33.
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Figura 33. Perfil das distribuicdes de diametros de particulas (A) obtidas sob
diferentes concentracdes de catalisador, e a relacdo linear existente entre estes

parametros (B). Replicatas N = 3.

A partir dos resultados do primeiro estudo sobre a sintese das nanoparticulas é
possivel identificar a influéncia da concentracdo de catalisador sobre o tamanho das
mesmas, em acordo com dados dispostos em literatura 5280831127118 "Nestas condigdes
reacionais e no intervalo de concentragdes investigado, uma relacdo linear entre estes

parametros foi identificada, o que pode ser observado por outros grupos de pesquisa
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62118121 Isto se torna mais interessante quando hd a necessidade de tamanhos
especificos de particulas, o que pode ser estimado, nestas condi¢bes experimentais,
através da equacdo do ajuste linear. Porém, é importante ter em mente que este
comportamento linear se da para intervalos e condi¢des limitadas e, ao analisar um

intervalo grande de concentragdes, é possivel identificar relacbes néo-lineares
62,114,119,121

Dentre as condi¢des investigadas, a condicdo NP1 foi selecionada, para verificar
a influéncia do tempo de sintese sobre o tamanho das particulas, pois apresentou o
menor valor de didmetro de particulas (134,1 + 1,7 nm). Neste experimento, a reagdo
NP1 foi monitorada ao longo de 24 horas, quanto ao didmetro, polidispersdo e massa

das particulas produzidas, conforme Figura 34.
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Figura 34. Verificacdo da variacdo de tamanho, polidispersdo e massa das particulas de
silicas sintetizadas através do método de Stober sob diferentes tempos reacionais.
Replicatas N = 3. (Concentragéo de TEOS: 0,28 mol L; Concentragdo de agua: 6,0 mol
L, Concentracdo de NHsz (a partir de NH4OH): 0,21 mol L*?; Solvente: etanol

absoluto).

Conforme apresentado na Figura 34, o tempo de sintese parece ter grande
influéncia sobre as trés propriedades investigadas. A curva de crescimento das
particulas ao longo do tempo indica que a partir de 4 horas de sintese o tamanho das
particulas se torna constante, enquanto nas primeiras horas é possivel identificar as
maiores varia¢Ges no tamanho. Essas observacdes podem ser explicadas pelo fato de os
processos de agregagdo ocorrerem mais rapidamente entre particulas menores, ou entre

uma particula menor e outra maior, levando ao aumento do tamanho das particulas
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resultantes, de forma acelerada '214122 Apgs determinado tempo de sintese, as
particulas menores ja foram consumidas e, por isso, 0 crescimento se torna mais lento,
até ser minimizado quando o sistema alcangca um tamanho especifico denominado
diametro critico 2. Além disso, é possivel observar a diminuicdo do indice de
polidispersdo ao longo do tempo de sintese, 0 que pode ser associado a diminuicdo da
reatividade das particulas conforme as mesmas se tornam maiores. Esta tendéncia pode
ser associada a possibilidade de que as particulas menores estejam envolvidas em
processos de homoagregacdo (particula menor-particula menor) e/ou heteroagregacao
(particula menor-particula maior) e, desta forma, produzam populaces de particulas
com diferentes distribui¢des de tamanhos, ou seja, com maior polidispersao. Por outro
lado, apos periodos mais longos de sintese, as particulas resultantes apresentam maior
estabilidade coloidal, sendo menos propensas a eventos de homoagregacao, tendendo a
apresentar crescimentos associados, majoritariamente, a incorporacdo de particulas
menores e/ou espécies sollveis 114123124 Além disso, como é possivel observar, a massa
das particulas continua aumentando ao longo do tempo, mesmo quando o tamanho se
torna constante. I1sso pode estar relacionado ao fato de a concentracdo dos mondmeros
hidrolisados diminuir a ponto de ndo promover mais eventos de nucleacdo (que
originam as particulas priméarias ou ndcleos) e, entdo, essas espécies passam a ser
consumidas durante o processo de densificacdo das redes de silica, levando ao aumento

da massa e densidade do material 118125,

Na tentativa de reduzir os tamanhos das particulas para aproximadamente 100
nm, o tempo de uma hora foi selecionado e, nesta condi¢cdo, menores concentragdes de
catalisador foram testadas (0,002 a 0,16 mol L de NHs, a partir de NHsOH; condicdes
NP5 e NP10, respectivamente). Conforme analise de espalhamento de luz dinamico,
entre tais condi¢des apenas a NP10 apresentou formacédo de particulas ap6s o tempo de
uma hora (106,9 £ 7,9 nm; PDI = 0,141), enquanto sob as demais condi¢fes nenhuma
particula foi observada, mesmo apds 120 horas de sintese. Estas observag¢fes podem
estar relacionadas com a concentracdo critica de catalisador, abaixo da qual ndo ha
formacdo de particulas, pois a hidrolise do TEOS é desfavorecida e, portanto, a
concentracdo de mondmero hidrolisada necessaria para iniciar o evento de nucleagéo
ndo é alcancada e, desta forma, os ndcleos que originam as particulas ndo sdo
produzidos. Até o momento, através da condicdo NP10 1h, nanoparticulas (~100 nm)

puderam ser obtidas e, por isso, esta condicao foi estabelecida como a ideal a finalidade
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desta tese. No entanto, inicialmente as particulas precisariam ser submetidas a testes em
meio aquoso e, para tanto, seria necessario que as mesmas apresentassem estabilidade
no meio. Para investigar esta estabilidade, as particulas NP10 1h foram mantidas em
suspensdo em 1 mL de agua e medidas de diametro e polidispersdo foram realizadas

periodicamente, por aproximadamente um ano, conforme Figura 35.
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Figura 35. (A) Monitoramento de didmetro hidrodindmico e indice de polidisperséo e
(B) curvas de distribuicdo de didmetros das nanoparticulas, mantidas na forma de
suspensdo em agua ultrapurificada, ao longo de 368 anos. Replicatas N = 3. Condicdes
de sintese [TEOS] = 0,28 mol L*; [H20] = 6,0 mol L*; [NH3, NH4OH] = 0,16 mol L?;
Solvente: etanol absoluto; Tempo de sintese: 1 hora.

De acordo com os resultados dos experimentos de estabilidade, ndo foram
identificadas variacGes significativas sobre o tamanho e/ou PDI ao longo do periodo
investigado. Essa caracteristica do sistema torna possivel a manutencao das particulas
em suspensdo, evitando a necessidade de etapas de secagem, que apresentam grandes
complicacdes a este tipo de sistema, principalmente no que diz respeito a prevencao de
agregacdo e aglomeracdo das particulas, o que impede a recuperacao das nanoparticulas
e suas propriedades (tamanho e PDI) quando ressuspensas para uso. No entanto, duas
informagdes eram muito importantes para a demanda deste trabalho: (i) concentracéo de
nanoparticulas; (ii) concentragdo de encapsulado. Pensando nisso, formas de aumentar o
rendimento da sintese — idealmente, mantendo o tamanho das nanoparticulas — e de
obter o material na forma soélida, evitando ou inibindo processos de agregacdo e
aglomeracéo, foram investigadas. No que diz respeito a0 aumento da massa produzida,

a abordagem mais simples e conhecida € aumentar o tempo de sintese, porém, conforme
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verificado na Figura 35, podem ocorrer variagdes no tamanho. Para investigar esta
possibilidade, os resultados da sintese de NP10 por 1 e 24 horas foram comparados,

conforme Figura 36.
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Figura 36. Comparacao dos diametros, indices de polidispersdo (A) e dos perfis de
distribuicdo de tamanho (B) das nanoparticulas produzidas na condicdo NP10 sob
tempos de sintese de 1 hora e 24 horas. Replicatas N = 3. Condic¢des de sintese [TEOS]
= 0,28 mol L%; [H20] = 6,0 mol L, [NHs, NHsOH] = 0,16 mol L*; Solvente: etanol

absoluto.

A partir deste experimento, pode-se verificar que o tamanho das particulas ndo
estava sendo afetado pelo aumento do tempo de sintese, variando de 113 + 7,7 nm para
94,6 £ 7,4 nm, quando o tempo de sintese passou de 1 hora para 24 horas, conforme
identificado anteriormente. Além disso, por meio desta abordagem foi possivel obter
nanoparticulas menos polidispersas, como identificado pela diminuicdo do valor de
PDI), que apresentou variacao de 0,197 + 0,024 para 0,084 + 0,041, para as sinteses de
1 hora e 24 horas, respectivamente, além de alcancar maior massa de material
sintetizado (5 mg mL™ e 23,3 mg mL? para sinteses com duragdo de 1 hora e 24 horas,
respectivamente. A diminuicdo do diametro médio pode ser associada a estabilizagcdo do
sistema ao consumir as particulas menores, aliado a processos de dissolucdo das
particulas agregadas e incorporacdo destas nas etapas de densificacdo da rede de silica.
Algo parecido foi proposto em estudo de producio de particulas multicamadas 2%, onde
0 grupo de pesquisa buscava entender 0 mecanismo de crescimento das nanoparticulas
e, atraves de dados experimentais, identificou que as particulas cresciam até
determinado didmetro, a partir do qual, a dupla camada elétrica se tornaria

suficientemente espessa para inibir a interacdo com nucleos e pequenas particulas,
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inibindo assim a agregacéo e, consequentemente, 0 aumento do tamanho. Esta ideia de
nacleos interagindo, preferencialmente entre si, também auxilia na compreensdo sobre
aumento da densidade de particulas, visto que, se ndo houver inibigdo dos processos de
agregacdo (como um tamanho critico limitante), as particulas menores serdo
consumidas para promover o crescimento das maiores e, consequentemente, a densidade
de particulas aumentaria juntamente ao tamanho, 0 que ndo ocorre neste experimento,
onde apenas a densidade apresentou aumento. Pensando nisso, esta condicdo de sintese
foi observada ao longo de 24 horas, a fim de estudar o comportamento do sistema,

conforme Figura 37.
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Figura 37. Avaliacdo de diametro, polidispersdo (A) e massa (B) das particulas
produzidas na condicdo NP10, ao longo de 24 horas. Replicatas N = 3. CondicOes de
sintese [TEOS] = 0,28 mol L*; [H20] = 6,0 mol L?; [NHs, NH4sOH] = 0,16 mol LY,

Solvente: etanol absoluto.

Conforme a Figura 37, o diametro das particulas ndo sofre grandes alteracGes
apos 2 horas de sintese. Além disso, a diferenca mais expressiva, observada na amostra
produzida com 1 hora de reacdo, pode estar associada a maior reatividade das
superficies das particulas, promovendo maiores irregularidades, comuns de serem
observadas em sistemas pobres em agua e/ou amonia 11>119125126 - A partir de 2 horas é
possivel notar que o diametro das particulas se torna aproximadamente constante,
enquanto ha aumento na massa produzida e diminuicdo da polidisperséo das particulas.
Esta Gltima observacdo pode estar associada a diminuicdo da reatividade da superficie,
através de processos de redissolucdo e precipitacdo, além da adicdo de mondmeros
mono-hidrolizados, que acabam “envenenando” os sitios ativos (Si-OH) 2, impedindo

reagOes seguintes. Outro ponto interessante pode ser observado comparando as curvas
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de aumento de massa ao longo do tempo de sintese para as condigdes NP1 (Figura 34) e
NP10 (Figura 37), onde na primeira, ao final do periodo de 24 horas, obtivemos uma
condicdo muito indicativa de equilibrio, enquanto na segunda, podemos identificar uma
regido de aumento de massa quase linear. Isso pode estar associado a menor
concentracdo de catalisador e, por consequéncia, a taxas mais lentas de hidrolise de
TEOS e formacdo das espécies reativas necessarias para o surgimento de nucleos e
particulas 2”12, Frente aos resultados obtidos, a condicdo NP10 24h foi selecionada
para encapsulamento dos compostos com propriedade antifingica, porém, antes havia a
necessidade de se estabelecer a abordagem ideal para obtencdo das particulas na forma
solida, evitando perda de caracteristicas por eventos como agregacdo ou aglomeracdo
das nanoparticulas e, para isto, diferentes métodos de secagem foram investigados,

conforme Figura 38.
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Figura 38. Aplicacdo de diferentes métodos de secagem e seus efeitos sobre
diametro, PDI (A) e perfil da distribuicdo de diametros (B) das nanoparticulas
sintetizadas na condicdo NP10 24 horas. Replicatas N = 3. Condicdes de sintese
[TEOS] = 0,28 mol L* ; [H20] = 6,0 mol L*; [NHz, NH4sOH] = 0,16 mol L7;
Solvente: etanol absoluto; Tempo de sintese: 24 horas.

De acordo com a Figura 38, o método de secagem que manteve 0 menor
diametro das nanoparticulas, apds ressuspensdo, foi o de secagem utilizando o
equipamento SpeedVaccum (descri¢do das funcionalidades na secéo 4.9.2), sequido
pela desidratacdo alcoodlica com posterior evaporagdo do solvente em estufa a 70

°C. Porém, o PDI do primeiro método apresentou maior diferenca & amostra em
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suspensdo, quando comparado a desidratacao alcoolica e, por este motivo, aliado a
maior simplicidade e menor necessidade de equipamentos mais especificos, a
desidratacdo alcodlica foi selecionada como método de secagem. Todavia, aqui
tem-se um ponto que deve ser analisado com cuidado: a secagem das
nanoparticulas contendo os compostos antifungicos, em estufa. Por se tratar de
compostos Volateis e passiveis de degradacdo por processos oxidativos, tal
abordagem pode influenciar nas propriedades dos mesmos. ldealmente, este
problema seria resolvido utilizando o processo de liofilizacdo, ou até mesmo a
secagem em temperatura ambiente apoOs desidratacdo alcoolica, porém os
resultados de diametro e PDI (Figura 38) expdem a baixa aplicabilidade destas

abordagens, visando a manutencao das propriedades fisicas do sistema.

5.5.2. Incorporacao de eugenol as particulas de silica

A abordagem de incorporacdo de eugenol a matriz de silica por exposicao in situ
ndo apresentou resultados positivos. De fato, isso foi observado para condicbes
experimentais nas quais eugenol foi adicionado ap6s 2 ou 12 horas de sintese,
demonstrando que apenas o estagio de condensacdo e, consequentemente, densificacdo
das particulas ndo seria o suficiente para determinar a entrada (ou permanéncia) do
composto no material. Outro fator que poderia estar inibindo a incorporacéo de eugenol
as nanoparticulas é a dupla camada elétrica dos nucleos, que tem importante papel na
estabilizacdo destes durante o desenvolvimento/crescimentos das particulas, ao acentuar
as contribui¢des coulombicas na repulsdo particula-particula. De fato, a possibilidade de
desprotonacdo do eugenol em meio alcalino poderia proporcionar a inibicdo de
interacdes eugenol-particula, justificando os resultados observados. Sendo assim, uma
adaptacdo desta abordagem de incorporacdo, visando a minimizacdo da dupla camada
elétrica das particulas, poderia facilitar este tipo de interacdo. Para investigar essa
possibilidade, o mesmo procedimento foi repetido, porém com a adi¢cdo de 100 pL de
uma solugdo 100 mM de KCI, no inicio e ap6s 10 horas de sintese. A adicdo de
eletrolito a sintese de nanoparticulas de silica pelo método de Stdber pode ter efeitos
muito especificos dependendo do momento da adicéo. Isso se da, pois a estabilizacdo
coloidal provocada por fatores como forca i6nica do meio pode ser diminuida pela

adicdo de eletrolitos, devido a diminuicdo de espessura da dupla camada elétrica dos
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coloides. Este fator tem maior efeito sob as nanoparticulas de silica quando estas ainda
ndo atingiram o didmetro de estabilidade, denominado didmetro critico, por isso, a
adicdo de KCI no inicio da sintese, onde os nucleos ainda ndo estdo formados e,
tampouco as particulas primarias, acarreta na facilitacdo dos fendmenos de agregacao,
levando a particulas finais com didmetros maiores, uma vez que um fator de repulsao
ndcleo-nucleo — a dupla camada elétrica — é minimizado. Estes efeitos sdo menos
intensos sob particulas maiores, ou seja, a adi¢cdo de sais apds determinado tempo de
sintese ndo afeta, ao menos de forma tdo expressiva, 0 desenvolvimento das
nanoparticulas. Desta forma, a facilitacdo de interaces eletrostaticas nucleo-ndcleo,
poderia ser usada para propor 0 mesmo tipo de efeito para interagdo eugenol-particula.
De acordo com as medidas de UV-Vis, nestas condi¢des, ha a incorporacdo de eugenol
a estrutura das nanoparticulas, sendo o maximo incorporado de aproximadamente 8,3 %
de eugenol (sendo a concentragio inicial equivalente a 625 mg L™). Além disso, pode-
se observar o efeito de uma condicdo experimental que facilite eventos de agregacéo,
sobre o diametro de particulas de silica (Figura 39). Para cada condigdo experimental,

foram executadas sinteses em triplicata.
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Figura 39. A) llustracdo dos efeitos da adicdo de sal, em diferentes momentos da
reacdo, sobre a dupla camada elétrica dos nucleos e o didametro final das particulas. B)
Verificagdo experimental dos efeitos da adigdo de KCI a sintese de particulas de silica
por método de Stdber, de acordo com 0 momento da adi¢cdo. A amostra NP10 define a
condicdo controle de sintese sem adigdo de KCI. As amostras Oh e 10h representam as
particulas produzidas em condicGes experimentais, cuja adicdo de KCI se deu ao inicio

da sintese (juntamente com os demais reagentes) e apos 10 horas de incubacéo,
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respectivamente. Condicdes de sintese [TEOS] = 0,28 mol L; [H20] = 6,0 mol L*;
[NHs, NH40H] = 0,16 mol L™!; Solvente: etanol absoluto; Tempo de sintese: 24 horas.

Ainda que esta abordagem tenha possibilitado a incorporacdo de eugenol as
nanoparticulas, o material produzido ndo apresentou inibicdo contra A. niger,
possivelmente pela baixa concentragdo de eugenol. Sendo assim, outras abordagens se

fizeram necessarias.

Devido as dificuldades associadas a incorporacdo de eugenol as particulas
durante o processo de sintese, abordagens envolvendo exposi¢do poés-sintese foram
estabelecidas, conforme protocolos dispostos na Secdo 4.10.2. Entretanto, as particulas
de silica sintetizadas utilizando hidréxido de aménio como catalisador ndo apresentaram
potencial para adsorver eugenol, mesmo apds processo de calcinacdo. Esta observagdo
poderia estar associada a baixa porosidade, comum a particulas sintetizadas por este
método 1%°. Frente a isto, reagentes com capacidade de atuarem como catalisadores e
agentes espacadores de estrutura 1 foram utilizados para o preparo de particula, com o
intuito de produzir particulas com maior didmetro de poro, conforme detalhado na
Secédo 4.10.2.

O uso de surfactantes como agentes porogénicos, como por exemplo, o brometo
de cetiltrimetilamdnio (CTAB), possibilita a producdo de particulas que apresentam
micro e mesoporos $2-133, No entanto, a utilizacdo deste tipo de agente implica a adicéo
de um novo componente a reagdo, por isso, 0 uso de aminoacidos e alcanolaminas tem
sido difundido, pela possibilidade de atuarem tanto como catalisador, quanto agente
porogénico 2134137 Dentre as alcanolaminas, Nandy e colaboradores '?° observaram
que a aplicacdo de trietanolamina como catalisador no Método de Stbber possibilita a
obtencdo de particulas com maiores area especifica e diametro de poro, quando
comparado com aquelas produzidas na presenca de hidroxido de aménio. Frente a
potencialidade e acessibilidade ao reagente em questdo, este foi utilizado como
ferramenta na abordagem de adsorcdo de eugenol em particulas de silica, tendo como
foco inducgdo & maior porosidade no material. Para isso, o reagente trietanolamina foi
utilizado como catalisador e agente porogénico na sintese de particulas de silica, sob

diferentes condicdes de concentragdo, conforme Figura 40.
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Figura 40. A) Efeitos da concentracgéo de trietanolamina, utilizada como catalisador na
sintese de particulas de silica, sobre o diametro e a polidispersdo das mesmas. B)
Distribuicdes de tamanhos de particulas conforme a concentracdo de catalisador. Sintese
das particulas e respectivas medidas feitas em triplicata. Condi¢des de sintese [TEOS] =
0,28 mol L; [H20] = 6,0 mol L?; Solvente: etanol absoluto; Tempo de sintese: 24

horas.

No intervalo de concentracdo investigado, é possivel observar a diminuicdo do
tamanho das particulas conforme o aumento da concentracdo de trietanolamina. Além
disso, para concentracdes de trietanolamina inferiores a 0,4 mol L™, ndo foi possivel
observar a formacdo de particulas. As particulas produzidas utilizando 1 mol L™ de
trietanolamina foram selecionadas para os experimentos de adsorcdo de eugenol, por
apresentarem didmetro proximo a 100 nm, semelhante as particulas sintetizadas pela

condicdo NP10 24h, e serem produzidas em maior massa, quando comparado a
condicdo de 0,8 mol L. No entanto, ndo foi possivel observar retencdo de eugenol

nestes materiais.

Uma vez que a manipulacdo de propriedades fisicas das particulas, ao que tudo
indica, foi insuficiente para promover a incorporacdo de eugenol ao material, estratégias
de modificacdo quimica foram investigadas. Em resumo, particulas sintetizadas na
presenca do organosilano 3-(trietoxisilil)propil isocianato, foram submetidas a
experimentos de adsorcdo de eugenol, conforme secdo 4.10.3. Porém, esta abordagem,
nas condicOes investigadas, ndo apresentou resultados positivos, mesmo para particulas
sintetizadas na presenca de excesso de organosilano. Uma possivel racionaliza¢do para
estas observagdes pode estar na reatividade do grupo isocianato com agua, presente no

meio, levando a producdo de uma amina correspondente. Esta possibilidade pode ser
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testada, qualitativamente, através de exposicdo das particulas de silica modificadas a
solugdo de ninidrina. A ninidrina é comumente aplicada em andlises qualitativas (e em
alguns casos, quantitativas) de amino&cidos, pela reacdo com grupo amino e formacéao
do composto denominado purpura de Ruhemann 31%° Esta reacfo tem se mostrado

aplicavel a indicagdo de grupos amino em filmes finos e particulas 140141,

Para isso, 20 mg de particulas foram suspensos em 1 mL de solucdo de ninidrina
(5 g L), por sonicacdo em banho, durante 1 hora. Ao final do processo, foi possivel
observar o surgimento da coloracdo azul/roxo, indicando a formacdo do composto

purpura de Ruhemann, conforme Figura 41.

Br 1:10 1:1

Figura 41. Microtubos contendo particulas de silica sintetizadas por método de
Stober sem adicéo de 3-(trietoxisilil)propil isocianato como agente modificador de
estrutura (Br) e com adicdo do mesmo nas proporc¢des organosilano: TEOS de 1:10

e 1:1, suspensas em solucéo de ninidrina 5g L.

A partir da verificacdo de que a abordagem baseada na reacdo entre grupos
isocianato e eugenol, para incorporacdo do composto as particulas, poderia ser inviavel
nas condigdes investigadas, uma nova alternativa foi proposta. Para isto, considerando
as especificidades do método de Stdber, a abordagem escolhida foi a producdo de um
organosilano modificado com eugenol e, para isso, 0s procedimentos detalhados na

Secdo 4.11 foram desenvolvidos.

5.6. Elaboracao do método de sintese de organosilano derivado de eugenol

A literatura apresenta diferentes abordagens para a formagéo da ligagéo uretana,

principalmente com foco na reacdo entre di- ou poli-isocianatos e poliois, para produgéo
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de poliuretano 2. Um aspecto comum a muitas destas abordagens é a necessidade de
catalisadores complexos e/ou téxicos %3144 com destaque aos compostos
organoestanicos, amplamente utilizados para esta finalidade 314147 Em um estudo
elaborado por Sokolik e Lellouche **7, que em um primeiro momento foi compreendido
como base para a proposta representada pelo Esquema 3 (Se¢do 4.11), os autores
investigaram a producdo de nanoparticulas hibridas, modificadas com organosilano

contendo a molécula carvacrol, conforme Figura 42.

Toluene, RT, 24 h o]

H
OH Sn(Oct) O NSO
1 <Er oo om0 g

Carvacrol
CTESPC
(carvacrol-(3-(triethoxysilyl)propyl)carbamate)

H
o N~ SiI(OEt);
LO ) Ir \,\
No? NH,OH, hybrid silica
2 " /s'\o * &. OH containing
/o - EtOH, 60 °C, 24 h OH

H
TEOS CTESPC Ei\b/ O\H/N
(e}

Figura 42. Esquema de (1) sintese de CTESPC  ((carvacrol-3-
(trietoxisilil)propil)carbamato)) e (2) producdo de nanoparticula de silica hibrida. Figura
reproduzida e legenda adaptada com permissio, de Sokolik e Lellouche 7. (Licenciado
sob CC BY 3.0 - https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/)

No entanto, 0 uso de tetraoctilestanho como catalisador demandaria cuidados
intensos na manipulagdo, armazenamento e descarte do reagente, devido a possibilidade
deste servir como precursor de espécies de organoestanho tri-substituidas, que por sua
vez, sdo investigadas devido aos danos que produzem em diferentes organismos,
invertebrados e mamiferos 14810, Como alternativas ao uso de organoestananas, alguns
grupos tém investigado a aplicagdo de outros organometalicos com menor toxicidade,
baseados em zirconio e bismuto, por exemplo 4% na formacéo de ligacGes uretana.
Porém, a complexidade destes reagentes ainda se apresentaria como um fator limitante.
Entdo, uma alternativa surgiu a partir do estudo publicado por Oda e colaboradores **2.

Neste estudo, 0 grupo estava estabelecendo uma planta-piloto para producéo do farmaco
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tosilato de naldemedina, utilizado no tratamento de constipacdo induzida por opioides
(Ol0), com base em protocolo de sintese previamente estabelecido em escala
laboratorial. No entanto, o grupo identificou variagfes na taxa de determinada etapa de
reacao, envolvendo a reacdo de adicdo entre um grupo OH e um grupo isocianato. De
acordo com o estudo, esta reacdo ocorreria de forma mais rapida ao preparar 0s
reagentes em laboratdrio e, de forma mais lenta quando feito diretamente na planta-
piloto. Esta observacdo levou o grupo a propor que o fator determinante seria a
qualidade da agua utilizada, visto que os demais reagentes/condi¢des ndo variavam.
Através de andlises quimicas e fisico-quimicas, o grupo identificou maior concentracéo
de cobre na agua de laboratorio. A partir desta associagdo, o grupo testou diferentes sais
de cobre, além de cobre metélico em pd, como catalisadores na etapa de reacdo em
questdo, obtendo conversdes superiores a 90%. O grupo destaca a aplicabilidade de
cloreto de cobre (Il) como catalisador, nestas condi¢fes, devido sua solubilidade em

meios aquosos, além de sua estabilidade em solucéo.

Com base em mecanismo de carbamoilacdo de alfa-hidroxiester catalisada por
cobre (11), proposto por Kurono e colaboradores 1°3, Oda e colaboradores 12 propuseram
um mecanismo associado a adi¢do de hidroxila a isocianato. Ambos 0s mecanismos
propdem que a atividade catalitica do cobre (Il) seja substrato-dependente, sendo

necessaria a formacdo de um complexo bidentado, conforme Figura 43.
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Figura 43. Mecanismos envolvendo atividade catalitica de cobre (l1I), segundo (A)
Kurono e colaboradores 3, e (B) Oda e colaboradores '*2. Figuras adaptadas com
permissdo, de Kurono e colaboradores ** (Copyright © 2011, American Chemical
Society), e (B) Oda e colaboradores %2 (Copyright © 2022, American Chemical

Society). Figuras adaptadas sob autorizacao.

Desta forma, a aplicacdo de sais de cobre (II) como catalisador da reacédo
proposta no Esquema 4, parece depender da possibilidade de formacao de um complexo

bidentado entre eugenol e o centro metélico, conforme Esquema 4.

\

Esquema 4. llustragédo de proposta de agéo parcial do cobre (11) na formacéo da ligagéo

uretana entre as moléculas de eugenol e do organosilano contendo grupo isocianato.

Ainda que néo tratado explicitamente como formacgéo de complexos bidentados,
efeitos anti- e pro-oxidantes associados ao eugenol, frente a processos como

peroxidacéo de lipidios 4, danos em DNA 1, disfuncdes na expressio de mRNAs %8,
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mediados por metais como ferro e cobre, sdo atribuido a capacidade quelante da
molécula. Além disso, cimentos ortod6nticos baseados em misturas de 6xido de zinco e
eugenol, para producdo de eugenolato de zinco, demonstram a potencialidade do

eugenol em formar complexos com nicleos metalicos divalentes *°71%,

Outro aspecto importante desta sintese é o solvente utilizado. O uso de tolueno
seco é necessario devido a alta reatividade do organosilano na presenca de agua,
levando a formacdo de oligbmeros, devido a hidrolise e policondensacdes do reagente.
No entanto, uma das vantagens de utilizar o cloreto de cobre (11) como catalisador seria
sua compatibilidade com meios aquosos. Além disso, 0 mesmo é insoltvel em tolueno.
Sendo assim, outro sistema precisou ser elaborado. A abordagem escolhida foi utilizar
um sistema contendo dois solventes secos: tolueno e acetonitrila. Esse dltimo,

escolhido por trés motivos: (i) miscibilidade com tolueno e demais reagentes; (ii)
59

facilidade de secagem, apenas com peneira molecular 3A (5% m/v) por 72 horas
(iif) aumento da solubilidade do sal hidratado, devido a formagdo de complexos de

cobre-acetonitrila 169162,

5.6.1. Caracterizacdo do produto de sintese de organosilano derivado de eugenol

Como alternativa as limitacdes das demais abordagens para incorporacdo de
eugenol as particulas de silica, a sintese de um organosilano modificado com eugenol
foi investigada. Para isso, técnicas de purificacdo e caracterizacdo foram aplicadas a fim

de possibilitar este estudo.

A reacdo entre eugenol e 3-(trietoxisilil)propil isocianato foi verificada atraves
da técnica de FTIR-ATR, com foco em sinais caracteristicos dos reagentes e do produto

proposto, conforme Figura 44, a seguir.
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Figura 44. A esquerda, espectros de infravermelho em modo absorbancia, obtidos pela
técnica de FTIR-ATR, do produto proposto e dos reagentes utilizados. A direita, est&o
destacadas as regides que contém os sinais atribuidos a fun¢des quimicas caracteristicas

de cada um dos compostos.

De acordo com a Figura 44, trés sinais podem ser indicativos da formacéo do
produto. O primeiro, e talvez mais proeminente, é o desaparecimento (para esta técnica)
do sinal em 2271 cm™, atribuido ao estiramento do grupo NCO 163164 caracteristico do
reagente 3-(trietoxisilil)propil isocianato. O segundo € o sinal em 1720 cm, atribuido
ao estiramento da ligacdo C=0 do grupo uretana ®°. Por ultimo, o surgimento do sinal
em 3344 cm que, deslocado cerca de 137 cm™ frente ao sinal em 3481 cm (atribuido
ao grupo -OH fenilico do eugenol), pode ser atribuido ao estiramento da ligacdo N-H do

grupo uretana.

Ap0s investigacdo do produto bruto pela técnica de FTIR-ATR, as observacgdes
foram complementadas pelos resultados de RMN de *H e RMN de **C, conforme Figura
45,
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Figura 45. Espectros de RMN de H (esquerda) e RMN de *3C (direita) para o produto
de sintese (A e B), eugenol (C e D) e 3-(trietoxisilil)propil isocianato (E e F). RMN de
'H (400 MHz, CDCls, 25 °C, tetrametilsilano (TMS) como referéncia). RMN de *C (
400 MHz, CDCl3, 25 °C, tetrametilsilano (TMS) como referéncia).
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Através do RMN de 'H ¢ possivel identificar o sinal em aproximadamente § =
5,3 ppm, atribuido ao hidrogénio da ligagdo N-H presente no grupo uretana 4’ (Figura
45A). Porém, devido a proximidade com o sinal atribuido ao hidrogénio da ligacdo O-H
163 esta observagio ndo se da de forma explicita. De fato, por se tratar de um produto
bruto, e manter inalteradas diversas regides das moléculas originais, se torna menos
evidente a confirmagdo da estrutura proposta por meio de RMN de *H. No entanto,
através da analise de RMN de 13C é possivel observar deslocamentos mais expressivos
de alguns ntcleos de *C, como por exemplo, o carbono pertencente ao anel aromatico e
diretamente ligado ao grupo metoxi (OCHzs), que apresenta um deslocamento de 6 = 146
ppm (eugenol) %617 para § = 151 ppm (produto de sintese) e, principalmente, o sinal
em aproximadamente 6 = 155 ppm, atribuido ao carbono da liga¢do uretana, indicando a
formagdo da ligacdo e, portanto, a formacdo do produto proposto. Outro aspecto
importante observado a partir das analises por RMN de 3C se da sobre auséncia do
sinal atribuido ao carbono do grupo NCO, no reagente de partida, que, segundo
literatura %3, ocorre em aproximadamente & = 120 ppm. No entanto, de acordo com
banco de dados experimentais, disponibilizado pela John Wiley & Sons, através da
plataforma SpectraBase ®, o espectro de RMN de *C (fornecido pela Sigma-Aldrich
Co. LLC) do reagente 3-(trietoxisilil)propil isocianato (comercializado pela Sigma-
Aldrich Co. LLC) apresenta o0 mesmo perfil apresentado pela Figura 45F, ou seja, a
auséncia do sinal atribuido ao carbono do grupo NCO (Detalhes podem ser encontrados
em https://spectrabase.com/spectrum/3sbMIBOeU0Q. Copyright © 2021 Sigma-Aldrich
Co. LLC. - Database Compilation Copyright © 2021 John Wiley & Sons, Inc. All Rights

Reserved). A auséncia do sinal atribuido ao ntcleo *C do grupo isocianato pode estar

associada ao processo de relaxacdo mais longo do ndcleo.

Frente aos indicativos de formacdo do produto proposto, o material foi
submetido a purificagdo em coluna cromatogréfica preparativa, conforme descrito na
Secdo 4.11.

A partir das analises de RMN de 'H e RMN de *3C, apés o processo de
purificacdo aplicado, ndo foram observadas modificagOes nas atribuigcdes de sinais nos
espectros, indicando a manutencdo da estrutura quimica do material, conforme Figura
46.
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Figura 46. Espectros de RMN de 'H (esquerda) e RMN de 3C (direita) para o produto
purificado. RMN de *H e de 3C (400 MHz, CDCls, 25 °C, tetrametilsilano (TMS) como

referéncia).

A obtencdo de um sdlido incolor/levemente opaco ap6s processo de purificacéo
por cromatografia em coluna, partindo de um material bruto de coloracdo amarelo-
escura, indica a eliminacdo de contribui¢cdes do meio reacional. Além disso, de acordo
com os espectros de RMN de 'H e RMN de *C, apresentados na Figura 46, 0 processo
de purificacdo possibilitou a eliminacdo de contribuicbes do meio reacional, que
poderiam estar associadas aos sinais ndo atribuidos nas regides proximas a 6 = 2,5 ppm
e 6 = 130 ppm, presentes nos espectros do produto bruto. Uma vez purificado, o
material foi submetido a analise por espectrometria de massas de alta resolucédo, a fim
de elucidar a estrutura com base e dados de massa exata.

Através da andlise por espectrometria de massas em sistema hibrido Q-ToF
(Quadrupolo e Tempo de Voo), onde a amostra foi analisada por método de infusdo
direta, sendo ionizada no modo positivo pelo método de ionizagdo por eletrospray
(ESI+), a estrutura quimica proposta e indicada pelas analises de RMN de *H e RMN de

13C pode ser suportada, conforme Figura 47.
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Figura 47. A) Perfil massa/carga da molécula ap6s ionizacdo por eletrospray no modo
positivo; B) Perfil isotopico relacionado ao sinal m/z 412,2150; C) Perfil isotdpico
relacionado ao sinal m/z 434,1970; D) Perfil isotopico relacionado ao sinal m/z
845,4046.

Conforme Figura 47, a estrutura proposta ao produto da reacdo pode ser
indicada pela técnica de espectrometria de massas de alta resolucdo, uma vez que, de
acordo com o perfil de fragmentacdo é possivel identificar os sinais m/z de 412,2150,
434,1970 e 845,4046, atribuidos ao produto protonado, a formacgéo de aduto com sédio,
e a organizacgdo do aduto com sédio na forma de dimero, respectivamente. Desta forma,
ha diferentes evidéncias indicando a formacgédo do produto almejado. Considerando que
0 produto de reacdo esteja devidamente purificado, o rendimento do protocolo de

sintese foi de 86 % (com relagéo aos 10 mmol de eugenol utilizados).

Frente & verificacdo da formacdo do produto 4-alil-2-metoxifenil-(3-

(trietoxisilil)propil)carbamato, denominado, a partir de entdo como eugenol-silano, o
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mesmo foi aplicado na producdo de materiais hibridos, assim como na aplicacdo em

testes antiflngicos.

5.6.2. Inibicao a adesao fangica por recobrimento baseado em eugenol-silano

Laminulas de vidro previamente preparadas, conforme protocolo descrito na
Secdo 4.6, foram modificadas com o composto eugenol-silano, a fim de verificar a
aplicabilidade do mesmo na inibigdo de adeséo fungica. Para isso, diferentes massas do
composto foram utilizadas em processo de modificacdo estabelecido na Secdo 4.7. Um
ponto a ser observado € a proposta de modificacdo da superficie do vidro em uma Unica
etapa, sem a necessidade de modificacdo com APTES, seguida da exposicdo a solugdo
de eugenol. Apds, as laminulas foram submetidas a experimentos de inibicdo de adesdo
(conforme protocolo detalhado na Secdo 4.5). Os resultados observados estdo

representados pela Figura 48.
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Figura 48. Resultados de experimento de inibicdo de biofilme utilizando laminulas
submetidas a procedimento de modificagdo com eugenol-silano, sob diferentes

concentracdes. Replicatas N = 4.

De acordo com a Figura 48, através do processo de modificacdo de laminulas
com eugenol-silano, é possivel promover a inibi¢do de ades@o de A. niger sobre o vidro,
quando as laminulas séo expostas, nas condigdes investigadas, a solucdo contendo 300
mg do modificador, sendo equivalente a uma solucdo de 10 mg mL™* do composto.
Desta forma, ha indicios da aplicabilidade do filme de eugenol-silano & protecdo de

substratos de vidro a contaminagdo por A. niger. O composto foi utilizado para
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producdo de nanoparticulas de silica modificadas, a fim de testar o potencial inibitorio
das mesmas sobre A. niger como elemento base para a proposicdo de filmes

multifuncionais.

5.6.3. Sintese de particulas de silica modificadas com eugenol-silano

A producdo de particulas de silica por método de Stéber 2 é susceptivel a
interferéncias de muitos fatores, desde a pureza do reagente, até & incorporacdo de
algum aditivo. A adi¢cdo de um agente modificador, como um organosilano, pode alterar
nos processos de nucleacdo e crescimento das particulas, produzindo materiais com
propriedades fisicas distintas. Este tipo de comportamento pode ser verificado através

das analises por DLS, conforme Figura 49, a seguir.
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Figura 49. A) Efeitos da concentracdo de eugenol-silano, utilizado como
modificador quimica na sintese de particulas de silica, sobre o diametro e a
polidispersdo das mesmas. B) DistribuicGes de tamanhos de particulas conforme a
concentracdo do modificador. Sintese das particulas e respectivas medidas feitas

em triplicata.

Em geral, ao aumentar concentracdo do eugenol-silano no meio reacional, o
tamanho das particulas produzidas também aumentou. A adi¢do do silano, com intuito
de modificagdo das particulas em etapa de densificagdo, possibilita a deposicdo de
especies hidrolisadas do eugenol-silano sobre sitios ativos da particula, levando ao
aumento da mesma. Aléem disso, as medidas de DLS foram realizadas apds a

ressuspensdo das particulas secas, visto sua aplicacdo necessitar do material em po e,
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portanto, particulas com maior conteddo de modificante podem apresentar interaces
interparticulas mais acentuadas durante a secagem, levando ao aumento das particulas.
Neste caso, esta Gltima possibilidade parece ter menor impacto sobre o diametro das
particulas, uma vez que os indices de polidispersdo (PDI) se mantém baixos, indicando

homogeneidade entre as populagdes de particulas.

A presenca do eugenol-silano nas particulas de silica foi investigada através de

analises termogravimetricas, conforme Figura 50.
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Figura 50. (A) Termograma do eugenol-silano e (B) sua respectiva derivacdo do
percentual de perda de massa com relagdo ao tempo. (C) Termogramas das
particulas de silica sintetizadas na presenca de eugenol-silano, e (D) respectivas
derivacbes dos percentuais de perdas de massa com relacdo ao tempo. Em (D)
destaque para regido atribuida a degradacdo de eugenol-silano presente nas
particulas. (E) Destaque as variagdes das inclinagdes dos termogramas das
particulas de silica na regido de 100 a 600 °C. (F) Destaque a regido de 600 a 800
°C dos termogramas das particulas e sua variacdo de perda de massa conforme
tamanho das particulas. Rampa de aquecimento de 10 °C min até 800 °C. Gas
nitrogénio sob fluxos de 40 mL min? (balanca) e 60 mL min ! (amostra). Porta
amostra de platina.
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De acordo com as derivadas das curvas de perda de massa, é possivel verificar
um pico de evento térmico associado a decomposi¢cdo do organosilano em
aproximadamente 260 °C. Este sinal pode ser atribuido a degradacdo do eugenol-silano
na particula, enquanto o deslocamento do sinal de degradacdo do material puro, em 238
°C, pode estar associado ao aumento da estabilidade térmica do composto quando
incorporado a rede de silica. O sinal de decomposic¢do pode ser melhor evidenciado a
partir da formulagdo contendo 5 % de eugenol-silano. Ainda que a técnica provenha
indicativos da presenca do eugenol-silano, a quantificacdo da massa € dificultada pela
resposta da técnica ao diametro da particula. De acordo com os termogramas, a perda de
massa parece aumentar com a diminui¢do do tamanho da nanoparticula, exceto pela
particula com 1 % de eugenol-silano, cujo tamanho é de 109 nm, e isso pode estar
associado ao maior PDI da particula, sendo possivel que as diferentes populacdes
afetem, de formas distintas, a analise termogravimétrica. A perda de massa no intervalo
de temperatura de 150 a 600 °C sofre influéncia da area especifica da particula, devido
aos eventos de desidroxilagdo, pois quanto maior a area, maior o contetdo de sinalois e,
consequentemente, maior a influéncia da desidroxilacdo sobre a perda de massa total
(quanto menor a particula, maior a area especifica; para particulas de mesma natureza).
Interacdes entre diferentes tipos de particulas de silica (formas de producdo) e perda de
massa foram investigadas por Kunc e colaboradores %, Segundo o grupo de pesquisa, a
perda de massa em diferentes regifes de aquecimento (< 200 °C e > 200 °C) pode
apresentar comportamentos especificos de acordo com a sintese e 0 método de secagem
das particulas. Além disso, os seus dados indicam que o tamanho da particula de silica

apresenta influéncia sobre o desenvolvimento dos termogramas.

5.6.4. Teste de atividade antifungica de particulas modificadas com eugenol-silano

A atividade das particulas modificadas foi medida a partir da contagem do
numero de coldnias formadas apds o cultivo por 72 horas, e 0 percentual de crescimento
foi determinado em comparacdo com o controle positivo (indculo sem contato com

particulas), conforme Figura 51.
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Figura 51. Percentual de desenvolvimento de col6nias de A. niger ap0s exposicéo a
suspensdes de particulas de silica modificadas com diferentes concentracbes eugenol-

silano.

As particulas de silica sintetizadas com 1 % de eugenol-silano (%mol/mol
TEOS:eugenol-silano) foram capazes de inibir o desenvolvimento do A. niger, sendo
que o efeito de inibicdo se mostrou mais proeminente para concentracoes de 20 e 30 mg
mL. Ao contrério do que poderia ser esperado, as particulas contendo 5, 10 e 20% de
eugenol-silano (concentracbes de formulacdo) ndo apresentaram atividade contra A.
niger, ou apresentaram atividades menos expressivas. Estes resultados podem estar
associados aos efeitos causados pelo processo de esterilizagdo das particulas, o que pode
ser investigado através de medidas de didmetro das mesmas apds o tratamento térmico
(conforme Figura 52). Este método de esterilizacdo € menos adequado a particulas,
principalmente em solucdo, devido a possibilidade de inducdo de fendmenos de
agregacdo interparticulas. Porém, esterilizagdo, das particulas em estado soélido, por
radiagdo ultravioleta se mostrou insuficiente, o que pode ser identificado pelo
crescimento de bactérias em placas contendo as particulas espalhadas sobre o meio de
cultivo. Outra alternativa seria a esterilizacdo por filtracdo e, para isso, filtros com
porosidade de 0,45 um foram aplicados na filtracdo das suspensdes, porém houve
grande retencdo de particulas (verificada pela diminuicdo expressiva da contagem de
fotons junto a técnica da DLS, utilizada como indicativo da aplicabilidade desta
alternativa). Ainda que as particulas apresentem didmetros menores que o tamanho de
poro do filtro (segundo resultados de DLS), é necessario considerar intera¢cbes com a
membrana filtrante, assim como as particulas retidas no volume morto do filtro. Sendo
assim, ainda que em um cendrio ndo ideal, o0 método de esterilizagdo por autoclavagem
foi utilizado.
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Além disso, experimentalmente é possivel observar a rapida decantacdo destas
particulas, o que indica a perda da estabilidade coloidal das mesmas, o que por
consequéncia pode estar associado ao aumento do tamanho de forma desordenada.
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Figura 52. Verificacdo de modificacdes no diametro e na polidispersdo de
particulas de silica funcionalizadas com eugenol-silano, ap6s tratamento térmico
utilizado para esterilizagdo das mesmas. A) Distribuicdo de diametros das
particulas funcionalizadas com diferentes concentragdes de eugenol-silano; B)

Variacdo de diametro e PDI de acordo com a formulacéo da particula.

Conforme Figura 52, é possivel inferir sobre o efeito de processos de agregacao
interparticulas causados pelo aquecimento elevado das particulas, prejudicando as
interacdes entre esporos e particulas. Os resultados de DLS corroboram com as
observacdes experimentais sobre a perda da estabilidade coloidal, atribuida ao aumento
de tamanho de forma desordenada, visto os valores de didmetro (600 a 900 nm) e PDI
(0,25 a 0,40) determinados. Ainda assim, através deste experimento exploratério, é
possivel identificar a atividade das particulas modificadas com eugenol-silano, expondo

o0 potencial deste sistema para aplicacdes envolvendo inibicdo fungica.

5.7.  Similaridade e percepcéao de cores

Atraves da decomposicdo das imagens no espaco de cor HSL, foi possivel
avaliar, além das contribuicdes dos canais de cores vermelho (R, red), verde (G, green)
e azul (B, blue), a influéncia de pardmetros como matiz (H, hue), saturacdo (S,

saturation) e luminancia (L, luminance). Ap6s a decomposicdo das imagens, 0S grupos
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formam submetidos a Analise de Componentes Principais (PCA). O sistema foi ser
representado, majoritariamente, utilizando quatro componentes principais, conforme
Figura 53. Neste modelo de espaco de cor, as contribui¢des dos canais de cores sdo
apresentadas em percentual, invés de frequéncia em histograma, como usualmente

ocorre no espaco de cor RGB.
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Figura 53. Resultados das andlises de componentes principais (a esquerda) e 0s
loadings para cada componente (a direita). As imagens foram avaliadas de acordo com a
contribuicdo dos canais: %r (percentual de vermelho); %g (percentual de verde); %b

(percentual de azul); H (hue, matiz); S (saturagéo); L (luminancia).

De acordo com a Figura 53 é possivel identificar que as amostras modificadas

com APTES na concentracdo 0,1% (m/v) estdo mais isoladas/distintas das demais. No
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gréfico PC1 x PC3 é possivel observar que a saturacdo e a luminancia promovem a
separagdo deste grupo, com relacdo aos demais. No grafico PC1 x PC4 a contribuicéo
da saturagéo para a PC1 parece determinar o isolamento do grupo. Os demais grupos de
amostras exibem comportamento similar nas combinacbes de componentes
investigadas, sem apresentar isolamento, mas ainda assim, & possivel identificar a
proximidade entre as replicatas. Ainda que seja possivel identificar estes grupos de
amostra com base nos canais observados, as imagens foram submetidas a anélise de

similaridade no espaco de cor L*a*b.

Através da abordagem utilizando o espago cor L*a*b foi possivel determinar o
coeficiente de similaridade de cada uma das cores tendo como referéncia as imagens
adquiridas com laminas ndo modificadas (branco) anexadas a camera embutida do

smartphone, na configuracdo descrita na secdo 4.12.

Tabela 7. Similaridades de cores determinadas através da distdncia Euclidiana no
espaco de cores Lab. Para cada amostra observada na tabela, 5 replicatas foram
investigadas para cada cor exibida. indice de similaridade (AE) e desvio-padrdo (SD)

das quintuplicatas.

APTES 0,1 % APTES 2,0 % Eugenol-silano
AE SD AE SD AE SD

0,48 0,30 0,60 0,24 0,48 0,19

0,38 0,15 0,67 0,34 0,58 0,25

0,68 0,33 0,61 0,40 0,40 0,21

0,63 0,38 0,46 0,18 0,55 0,17

0,71 0,35 0,64 0,50 0,49 0,16

0,46 0,15 0,64 0,35 0,64 0,19

0,53 0,22 0,43 0,20 0,32 0,15

0,63 0,34 0,47 0,35 0,44 0,26

115



A partir dos resultados expostos na Tabela 7 é possivel identificar alta
similaridade entre as cores das imagens adquiridas utilizando substratos modificados e
ndo modificados. Os substratos modificados apresentaram a capacidade de captar as
cores investigadas sem quaisquer variagbes perceptiveis ao olho humano, quando
comparado a imagem utilizada como referéncia. Nestas condi¢cdes experimentais, isso
pode indicar a aplicabilidade dos sistemas na protecdo de materiais dpticos, a0 menos
aqueles que operam na regido visivel do espectro eletromagnético, sem o

comprometimento da qualidade optica.

Atraveés dos resultados de percepcdo de cores é possivel identificar que as cores
apresentaram, em geral, grande similaridade, conforme Tabela 8.

Tabela 8. Resultados coletados a partir de formulério de percepcdo de cores. Os dados
estdo organizados conforme respostas do grupo limitado (N = 33; 18-40 anos, sem

especificidades de visdo, respondendo por smartphone).

Grupo limitado (N = 33) Grupo limitado (N = 33)

Percentual de percepgdo: com
Percentual de percepcéo: muita atengéo nota-se

cores idénticas alguma diferenca
APTES APTES Eugenol- APTES APTES Eugenol-
0,1% 20% silano 0,1% 20% silano

. 84 74 68 . 16 23 26
84 77 77 13 19 13

. 84 48 87 . 16 32 13
e

74 61 65 . 26 39 23

Conforme os resultados da pesquisa, a maior parte das pessoas percebe as cores
controle e amostra como idénticas e, em alguns casos, com leve diferenca, necessitando
de uma observacéo atenta para que seja verificada. Em geral, a soma destes dois niveis
de percepcdo corresponde a mais de 80 % das respostas, ou seja, 80 % das pessoas
percebem as imagens como idénticas e/ou bastante parecidas. Ao extrapolar a anélise

para o grupo inteiro de respostas, ou seja, sem faixa etaria, condigdo visual, e
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dispositivo de visualizagdo definidos, é possivel verificar a mesma tendéncia observada

para o grupo limitado, conforme Tabela 9, a seguir.

Tabela 9. Resultados coletados a partir de formulario de percepcéo de cores. Os dados
estédo organizados conforme respostas do grupo geral (N = 159; 18-70 anos, com e sem
especificidades de visdo, respondendo por diversos dispositivos).

Grupo estendido (N = 159) Grupo estendido (N = 159)
Percentual de percepc¢do: com
Percentual de percepcéo: muita atenc¢ao nota-se
cores idénticas alguma diferenca
APTES APTES Eugenol- APTES APTES Eugenol-
01% 20% silano 0,1% 20% silano
e 87 80 79 B 12 17 19
87 77 87 12 20 11

87 66 86 . 12 25 13

B
. 84 76 73 . 14 21 15

Em ambos 0s grupos, as amostras apresentam grande ou total similaridade a
excecdo da amostra verde coletada por lente modificada com APTES 2,0%, a qual, em
ambos os grupos, menos vezes foi atribuida a percepcao de cores idénticas. Isso parece
estar em concordancia ao valor de AE (Tabela 7), cuja variabilidade se aproxima ao

intervalo no qual com atencéo, diferenca entre as amostras pode ser observada.

E importante observar que o experimento de percep¢do ndo manteve parametros
como distancia de observacao, iluminacdo externa; brilho de tela e tempo de observagéo

fixos e constantes, por se tratar de uma pesquisa online.

Desta forma, ao final das analises de similaridade de cores, ambas as
abordagens, isto é, distancia Euclidiana no espago de cor L*a*b, e percepgdo humana,
indicam que as lentes modificadas apresentam a manutengdo de parametros de cor,
saturacdo e luminéncia, sendo, sob as condi¢fes experimentais investigadas e frente aos
critérios observados, potencialmente aplicaveis a componentes dpticos para captacao de

imagens na regido do visivel.
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6. Conclusoes

As abordagens desenvolvidas nesta tese possibilitaram a investigacdo da
influéncia das condi¢cbes reacionais do processo sol-gel de superficie, sobre as
propriedades dos recobrimentos produzidos e, consequentemente os efeitos destas sobre
a capacidade de inibicdo de adesdo de A. niger sobre os materiais modificados. A
utilizacdo do processo sol-gel em superficie, como estratégia para producéo de filmes
finos funcionalizados, possibilitou a aplicagdo de organosilanos, como (3-
aminopropil)trietoxisilano, para modificacdo da superficie de componentes dpticos,
servindo como agente de retencdo de compostos com potencial antifingico, como
eugenol, promovendo a producdo de recobrimento com atividade inibitéria a fungos.
Cabe ressaltar que a utilizacdo de A. niger como fungo-modelo permitiu investigacoes
sobre abordagens para inibicdo da interacdo fungo-vidro, estabelecendo protocolos e
conceitos que podem ser aplicados em estudos focados na inibicdo de interacGes

polimicrobianas com substratos desta natureza.

A potencialidade de aplicacdo dos recobrimentos, desenvolvidos na presente
tese, a componentes Opticos de operacdo na regido visivel do espectro eletromagnético,
pode ser verificada através da manutencdo da transmitancia de radiacdo na faixa de 400
a 700 nm e, ratificadas, a partir de investigagdes que expuseram a manutencdo de
diferentes caracteristicas de imagens adquiridas utilizando dispositivos modificados

com estes recobrimentos.

Por fim, a presente tese elucidou algumas questdes essenciais para a producéo de
nanoparticulas de silica através do método de Stdber, assim como a manipulacdo de sua
composicdo a fim de produzir nanomateriais hibridos com atividade contra A. niger. A
elaboracdo desses materiais se estabelece como a etapa base para a producdo de filmes
finos nanoestruturados de carater hibrido, compostos de nanoparticulas de silica
modificadas com agentes antifungicos depositadas em camadas através de processo sol-

gel de superficie, sobre componentes opticos.

Desta forma, a presente tese alega que através da combinacdo de processo sol-
gel em superficie e incorporagdo de composto natural com propriedades antifungica, é
possivel elaborar recobrimentos transparentes capazes de inibir a adesdo fungica, com

potencial aplicabilidade para componentes dpticos.
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APENDICE A

O protocolo de sintese pelo método de Stober pode ser modificado a fim de

controlar caracteristicas como o tamanho, a polidispersdo e a concentragdo das

nanoparticulas de silica, conforme a aplicacdo desejada. No entanto, este método possui

aspectos essenciais que devem ser observados. A seguir estdo elencados alguns pontos

interessantes de serem considerados por quem desejar realizar a sintese desses materiais

através do método de Stober. Essas e outras especificidades do método podem ser

observadas em detalhe no estudo de reviso elaborado por Da Silva e Dos Santos .

A pureza do precursor de silica: Bogush e col. 1 observaram que a
utilizacdo de TEOS sem prévia purificacdo, resultaria em particulas
irregulares e com distribuicdo bimodal de tamanhos. Porém, ao utilizarem
TEOS destilado, particulas esféricas e monodispersas foram produzidas.
Esses resultados destacam a necessidade de cuidado no armazenamento e
manipulacdo do reagente, uma vez que, mesmo ap6s destilagdo, a sua
degradacéo ao longo do tempo pode influenciar no repetibilidade da sintese.
A qualidade do solvente: Tabisz e col. % identificaram que a qualidade do
solvente pode influir sobre propriedades das particulas. Portanto, é
necessario que o solvente adequado seja selecionado, quanto a sua
composicdo e pureza, conforme as caracteristicas desejadas as particulas.
Além disso, é preciso destacar a importancia na manutencdo do solvente
escolhido, para auxiliar na repetibilidade dos experimentos.
A presenga de agua: Devido a sua influéncia sobre o meio reacional,
atuando como diluente e co-catalisador, é necessario considerar as
quantidades de agua presente nos demais reagentes (solvente, catalisador,
aditivos, etc.) ao se estabelecer o protocolo de sintese 16179, Métodos como
de titulacdo podem ser potenciais ferramentas para a quantificacdo de agua
em outros componentes da sintese 2.
A qualidade do catalisador (hidréxido de amdnio): Conforme observado
por Plumeré e col. 2, métodos de titulagdo podem ser aplicados para a
determinacéo da real concentracdo de aménia em solucéo, a fim de se obter
uma sintese mais reprodutivel. Essa estratégia pode se fazer necessaria para
inibir problemas experimentais associados a perda de catalisador por
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Vi.

evaporacdo. O armazenamento e a manipulacdo adequados podem ser
alternativas para minimizar erros experimentais;

Temperatura: De acordo com o estudo utilizado como referéncia para o
protocolo de sintese, a temperatura do meio reacional pode estar descrita
apenas como ‘“temperatura ambiente”, porém este parametro pode
apresentar intensa influéncia sobre as propriedades das particulas, conforme
as condigdes de sintese 172,

Métodos de secagem: Quando a utilizacdo das particulas de silica se da em
estado solido, algumas dificuldades podem ser observadas quanto a
manutencdo das propriedades fisicas do material (tamanho e disperséo).
Porém, ha diferentes métodos de secagem que podem ser aplicados para
obtencio das particulas na forma de p6, mantendo suas propriedades 173,
A escolha do método deve ser investigada conforme a estrutura disponivel e

a aplicacdo desejada.
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APENDICE B

O protocolo a seguir dispde das etapas desenvolvidas para o preparo, purificacdo

e analise do produto investigado através da reacdo entre eugenol e o organosilano 3-

(trietoxisilil)propil isocianato.

Vi.

Vii.

viii.

Xi.

10 mmol de eugenol foram adicionados a frasco tipo Schlenk;

8 mL de tolueno seco foram adicionados ao frasco contendo eugenol. A
solucgéo foi mantida sob agitacdo e aquecimento (30 °C);

2 mL de acetonitrila seca foram adicionados a outro frasco tipo Schlenk,
contendo 0,1 mmol de cloreto de cobre (1) dihidratado;

A solucdo de cobre em acetonitrila foi transferida para o frasco contendo a
solucédo de eugenol em tolueno;

A mistura foi mantida a 30 °C por 30 minutos;

Entdo, 15 mmol de 3-(trietoxisilil)propil isocianato foram adicionados;

A reacdo foi mantida sob agitacdo, a 30 °C, por 24 horas;

Apo6s o tempo de reacdo, o solvente foi removido em sistema de vacuo,
utilizando condensador imerso em nitrogénio liquido;

O material resultante apresentou aspecto de “cera” e coloragdo amarelo
escuro. Este foi mantido sob vacuo, até sua purificacao;

O material bruto foi analisado por FTIR-ATR para monitorar duas bandas,
em aproximadamente 2271 cm™ e 1720 cm™, atribuidas ao grupo NCO e a
ligacdo uretana, respectivamente. As analises por FTIR-ATR foram
executadas junto ao Laboratério de Multiusuario de Analise Térmica
(LAMAT), da Central Analitica, do Instituto de Quimica/UFRGS;

Apos, a amostra foi encaminhada ao Laboratério de Ressonancia Magnética
Nuclear da Central Analitica, do Instituto de Quimica/UFRGS, para analise
por RMN de *H e RMN de **C. A amostra foi preparada em CDCls;

A purificacdo foi feita através de eluicdo em coluna cromatografica de silica gel

para cromatografia flash (tamanho de particula: 220 — 400 mesh; 35 — 75 um). O

preparo da coluna cromatogréafica foi feito da seguinte maneira:

Um pedaco pequeno de algodédo foi introduzido na coluna para impedir a

saida de material sélido pela torneira da vidraria;
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Vi.

Vii.

viii.

Areia foi adicionada até altura de 5 cm. Essa abordagem garante que a fase
estaciondria ndo sofra afunilamento na base da coluna, mantendo seu
didmetro constante, garantindo que as bandas dos compostos sejam eluidas
de forma constante por toda a fase estacionaria;

Cerca de 50 mL de hexano p.a. foram adicionados, auxiliando estabilizacao
da camada de areia, e criando uma condicdo para adicdo de silica gel (fase
estacionéria) de forma branda, sem colisdo direta com a camada de areia;

90 g de silica gel foram misturados com aproximadamente 200 mL de
hexano (em capela, devido a pulverizacdo da silica gel em p0). Entéo, esta
mistura foi adicionada aos poucos a coluna. Esta quantidade de silica
proporcionou uma coluna de fase estacionaria de 15 cm (essa altura pode
variar de acordo com a vidraria utilizada);

Apbs a decantacdo da fase estaciondria, o solvente foi escoado e mantido 5
cm acima do topo da fase. Entdo, determinada quantidade de areia foi
adicionada, formando uma camada de 2 cm sobre o topo da fase estacionaria.
Esta camada de areia auxilia a adicdo da amostra sem a perturbacdo da fase
estacionaria, facilitando a eluicdo constante da amostra;

Hexano foi adicionado e escoado até tocar o topo da camada de areia, para
garantir o melhor empacotamento da coluna. Este procedimento foi repetido
cinco vezes. Por se tratar do método flash, ou seja, sob pressdo, o
escoamento do solvente/eluente foi feito sempre sob fluxo de nitrogénio;

A amostra foi dissolvida em 5 mL de diclorometano e adicionada & coluna
de 1 em 1 mL. A cada adicdo, o solvente foi escoado até 0 menisco tocar a
camada de areia. Ao final das adi¢cBes, uma banda de coloracdo amarelo-
escura pode ser verificada logo abaixo da camada de areia, ou seja, no topo
da fase estacionaria (cabeca da coluna);

A partir deste momento, a amostra possou a ser eluida. Para tal, o eluente
hexano:acetato de etila foi utilizado nas proporgdes de 100:0, 80:20, 60:40 e
20:80. Ao final, a mistura de diclorometano:acetato de etila 50:50 foi
utilizada. Para cada composicdo de eluente, 220 mL foram utilizados. A
coleta das fragOes foi feita em duas fragdes iniciais de 50 mL atribuidas
como volume morto, e quatro fragdes de 30 mL, denominadas como fragdes
1-4;
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Apbs a finalizacdo das eluicdes, as solucdes foram evaporadas em capela,
durante 48 horas;

Apo6s evaporacdo dos solventes, sdlido levemente esbranquigado, com
aspecto de cristais em forma de agulha, estava presente nas fracGes 2-4 do
eluente hexano:acetato de etila 60:40. Ao manipular o material, observou-se
a consisténcia de cera.

O material purificado foi encaminhado ao Laboratorio de Ressonancia
Magnética Nuclear para analise por RMN de *H e RMN de 3C, e a Rede de
Cromatografia e Espectrometria de Massas (RCEM) para analise por QToF-
MS. Ambos os laboratérios compdem a Central Analitica do Instituto de
Quimica/UFRGS.
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APENDICE C
Pesquisa sobre percepcao de cores

ola!

Desejo que esteja bem.

Quero Ihe agradecer pela disponibilidade em participar desta pesquisa. Mas quem sou
eu, qual o motivo disso e como isso esta estruturado?

Eu me chamo Alan, e estou doutorando pelo programa de pos-graduagdo em quimica,
no Instituto de Quimica (IQ-UFRGS). Meu projeto esta relacionado a producdo de
componentes para fotografia. Para testar a percepcdo humana de cores, este teste esta
organizado em duas segdes.

Secéo 1
Informacdes sobre caracteristicas de quem esta realizando o teste, e qual o dispositivo
utilizado para isso.

Secéo 2
16 duplas de cores serdo exibidas para que vocé possa definir o quéo
similares/diferentes elas s&o.

Importante! Tudo isso é sobre a sua percepg¢do, portanto ndo ha certo ou errado. Aqui,
ha apenas vocé me contando sobre como enxerga as coisas.

Caso queira saber mais sobre o projeto, meu email é: alan.silva@ufrgs.br. Sinta-se
confortavel para entrar em contato.

Com carinho,
Alan.

Qual a sua idade?

Por favor, responda utilizando apenas niimeros, ou seja, se vocé tem 20 anos,
responda 20
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Vocé possui alguma(s) destas especificidades relacionada a sua visao?

Margue todas que se aplicam

ECTASIAS DE CORNEA
AMETROFPIA

MIOPIA
HIPERMETROPIA
ASTIGMATISMO
PRESEIOPIA
CATARATA
GLAUCOMA
DALTONISMO
NENHUMA

Outro:

Em que tipo de dispositivo vocé esta realizando este teste?
Descricao:

Se possivel, peco que neste momento, vocé coloque o brilho da tela do seu dispositivo
no maximo. Além disso, verifique e desative modos como "leitura”, "noturno”, "filtro
azul", para evitar que a tela fique com coloragdo amarelada/avermelhada.

Importante: caso qualquer uma destas a¢oes lhe cause algum desconforto/irritacao,
retorne as configuracdes que sdo mais confortaveis para vocé.

Marcar apenas uma oval.
Notebook
Computador de mesa (PC, CPU, Desktop)
Tablet

Smartphone

Percepcao de cores. Existe diferenca entre as cores 1 e 2?

Considere a escala de similaridade definida de 1 a 5, onde:

1 - Ndo é possivel observar diferenca entre as cores;

2 - Com muita atengdo é possivel notar alguma diferenca entre as cores;
3 - Olhando rapidamente ja é possivel notar diferenca entre as cores;

4 - E possivel notar uma grande diferenca entre as cores;

5 - Sdo cores totalmente diferentes;
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Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3

1 2 1 2 1 2

Amostra 4 Amostra 5 Amostra 6
fmostra 7 Amostra 8 Amostra 92
Amostra 10 Amostra 11 Amostra 12

1 2

imostra 132 imostra 142 imostra 152
Amostra 16

132



