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RESUMO

SINTESE E CARACTERIZACAO DE NANOPARTICULAS DE SILICA
CONTENDO IONS COBRE(ll) PARA APLICACAO AGROQUIMICA

Nanoparticulas de silica foram obtidas, via método sol-gel, a partir de
silicato de sédio em pH alcalino. A reacéo de precipitacao foi conduzida por 24 h,
mediante aquecimento sob refluxo, obtendo-se assim um sol de silica 1 % m/v,
podendo ser concentrado a 3 % m/v mediante destilagdo. Amostras em fase sélida
foram preparadas removendo-se a agua da suspensado com o auxilio de um spray
dryer. As particulas presentes nos séis apresentam morfologia esferoidal, diametro
médio de 15 nm e potencial zeta de -28 mV. Ja as amostras secas em spray dryer
foram caracterizadas como nao-cristalinas, o potencial zeta variou para -33,5 mV
sendo observado a possibilidade de aglomeracédo de particulas. A distribuicao de
tamanho de particulas mostrou-se bimodal, com a primeira populacdo centrada
em aproximadamente 15 nm e a segunda, em 100 nm.

O processo de adsorcdo dos ions cobre(ll) foi conduzido a partir da
suspensdo de nanoparticulas de silica 1 % m/v. Adicionou-se cloreto de cobre(ll) a
suspensdo de modo a se obter as concentragdes de 1 € 5 mol % de ions cobre(ll)
em relacéo a silica. Esta suspenséo final foi processada em spray dryer, obtendo-
se amostras em fase soélida. Estas sdo nao-cristalinas, apresentam morfologia
esferoidal, potencial zeta de -43 mV para as amostras contendo 1 mol % de ions
cobre(ll), e -33,7 mV, para 5 mol % de ions cobre(ll).

A acao biolégica das nanoparticulas de silica contendo ions cobre(ll) teve
foi testada com relacdo as bactérias Xanthomonas axonopodis e Ralstonia
solanacearum e nos fungos Alternaria solani e Colletotrichum gloeosporioides,
mostrando eficacia no controle destes quatro patdégenos.
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ABSTRACT

SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF SILICA NANOPARTICLES
CONTAINING COPPER(Il) IONS TO AGROCHEMICAL APPLICATION.

Silica nanoparticles were obtained by sol-gel method from sodium silicate in
alkaline medium. The precipitation reaction was conducted by heating the solution
under reflux for 24 h, obtaining a silica sol 1 % w/v, that may be concentrated to 3
% w/v by distillation. Dried samples were obtained removing water in a spray-dryer
equipment. The obtained nanoparticles are spheroidal, with an average size of 15
nm and zeta potential of -28 mV. The dried samples were characterized as non-
crystalline, the zeta potential of re-dispersed have changed to -33,5 mV and its
possible to observe some agglomerated particles after drying. The size distribution
is bimodal, being the first population around 15 nm and the second one around
100 nm.

The adsorption of copper(ll) ions was conducted from 1 % w/v the silica sol.
Copper(ll) chloride was added silica nanoparticles suspension in order to achieve
the concentrations of 1 and 5 mol % of copper(ll) ions by silica mol. This final
suspension was dried in spray-dryer to obtain solid samples. The latter are non-
crystalline, spheroidal, with a zeta potential around -43 mV (samples with
copper(ll) 1 mol %) and -33,7 mV (samples with copper(Il) 5 mol %).

The biological activities of the silica nanoparticles containing copper(ll) ions
were tested against the bacterias, Xanthomonas axonopodis and Ralstonia
solanacearum and the fungus, Alternaria solani and Colletotrichum gloeosporioides
showing efficacy against these four targets.
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cobre(ll) contra Colletotricum gloeosporioides. (a) 0 ppm de ions Cu(ll)
(testemunha), (b) 25 ppm de ions Cu(ll), (c) 50 ppm de ions Cu(ll), (d) 100 ppm de
ions Cu(ll) e (e) Padrao comercial — 490 ppm de ions Cu(ll). ......ccceeeriiiiiiieennnen. 63
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1. INTRODUCAO

1.1.SILICA

O silicio é o segundo elemento mais abundante na crosta terrestre, perdendo
apenas para o0 oxigénio. Estd presente em varios tecidos, animais e vegetais,
sendo essencial para alguns organismos. Este elemento pode apresentar-se nas
formas de Oxidos cristalinos (quartzo, cristobalita, tridimita, coesita) e néo-
cristalinos (silica vitrea, opala e silica gel). Em ambiente natural, apresenta-se na
forma de éxido (SiO2) ou combinado com outros elementos — por exemplo, sédio,
potassio, magnésio — formando os silicatos "?

Frondel et al.® afirmam em seu trabalho que a silica ndo-cristalina é, na
verdade, constituida por regides, de ordem atébmica, nos quais apresentam-se
cristais bastante pequenos que, quando analisados cuidadosamente por
difratometria de raios X, pode-se observar picos referentes a estrutura cristobalita
do SiOy; todavia, em analises regulares de difratometria de raios X, observa-se
apenas um halo largo de difragdo caracterizando-a como “ndo-cristalina” ou
“amorfa”.

A silica ndo-cristalina pode ser dividida em trés grupos’:

1) Silica vitrea;

2) Silica M, sendo produzida a partir da irradiacdo de néutrons em alta
velocidade em silica amorfa ou cristalina. Essa forma é termicamente
instavel, sendo convertida a quartzo a 930 °C em 16 horas;

3) Silica “microamorfa”, como séis, géis, pds e vidros porosos. Englobam-se
particulas menores do que 1 um ou com area superficial superior a 3

m?g™.

A classe de silica “microamorfa”, constituida por particulas com diametro
inferior a 100 nm, é aquela mais facilmente sintetizada em laboratério,
principalmente via método sol-gel. As particulas sdo formadas a partir do
enovelamento das cadeias do polimero inorganico acido polissilicico, cujas
unidades repetitivas (grupos SiO4 tetraédricos) se distribuem tridimensionalmente,



ligando-se por pontes de siloxano (ligagdes Si-O-Si). Desse modo, observa-se em

sua superficie grupos SiOz e grupos Si-OH, sejam livres ou geminais — Figura 1 .
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Figura 1. Esquema da superficie da silica gel. (1) grupo silanol livre, (2) grupos silandis
geminais, (3) ponte de siloxano e (4) ligacoes de hidrogénio.

A reatividade quimica € determinada, principalmente, pelos grupos silanéis
presentes na superficie da silica. A primeira constante de dissociacdo (pKa) do
acido silicico (H4SiO4) é 9,6 #° J4 o valor de pKa dos grupos silanéis (enésima
dissociacdo) presentes na silica é de, aproximadamente, 7,1 . Como para 4cidos
poliproticos, a silica apresenta diversas constantes de dissociacédo, sendo que tal
grandeza varia em fungdo da ionizagdo das hidroxilas. A dissociagdo de tais
grupos pode ser controlada através do pH do meio em que as particulas
encontram-se suspensas. Em pH 2,0 (ponto isoelétrico, i.e., valor de pH no qual as
particulas apresentam carga superficial zero), o pKa da silica é 6,5. Quando se
dissocia cerca de 50 % dos grupos silandis, o pKa aumenta para 9,2,
aproximando-se do valor referente ao &cido silicico '. Portanto, em seu ponto de
carga zero (pH 2), a silica apresenta carater mais acido do que o acido silicico,
sendo este diminuido em fungdo da dissociacdo dos grupos silandis, que é
conseguido elevando-se o pH do meio de suspensao das particulas.

As hidroxilas presentes na superficie da silica sdo passiveis de serem

quimicamente modificadas, resultando na funcionalizacdo da superficie da silica.
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Tais reacOes possibilitam a obtencdo de matrizes de silica mais seletivas e
versateis, uma vez que incorporam as caracteristicas dos agentes modificadores ’.
Portanto, uma matriz de silica pode ser utilizada para ancorar outras substancias —
como ions metalicos ou moléculas organicas — seja por adsorcédo direta a sua
superficie, seja pela funcionalizagdo dos grupos silandis e interacdo quimica com

os terminais modificados.

1.2.METODO SOL-GEL

Um coloide é definido como uma suspensao na qual a fase dispersa é
suficientemente pequena (aproximadamente, de 1 a 1000 nm), de modo que a
atuacdo de forcas gravitacionais pode ser desconsiderada. As interacdes
predominantes sdo as forgas de van der Waals e interagbes eletrostaticas,
provocadas pela carga superficial das particulas 8.

Um adjetivo que bem descreve um sistema coloidal € “microheterogéneo”,
uma vez que um coldide € composto por duas fases: uma fase dispersa e um meio
dispersante; todavia, quando observado a olho nu, mostra-se como uma Uunica
fase °. Tanto a fase dispersa, quanto o meio dispersante, podem ser sélidos,
liquidos ou gasosos. A Tabela 1 apresenta alguns exemplos de dispersdes
coloidais.

Tabela 1. Exemplos de dispersoes coloidais.’

Fase dispersa Meio dispersante Nome da dispersao Exemplos
Liquido Gas Aerosol liquido Sprays liquidos
Sélido Gas Aerosol sélido Poeira
Gas Liquido Espuma Espumas em geral
I I = Maionese, cremes
Liquido Liquido Emulséao cosméticos
Solido Liquido Sol Pasta de dente
. . - Espumas utilizadas em
Gas Solido Espuma solida estofados
Liquido Solido Emulsao solida Opala, pérola
Solido Solido Suspensao solida Pigmentos plasticos

Uma dispersao coloidal € classificada como um sistema termodinamicamente

instavel, sendo que sua estabilidade relativa deve-se a sua alta energia superficial.




As particulas suspensas tendem a se encontrar, devido ao movimento Browniano,
e, dependendo da interacdo entre essas particulas, as mesmas podem se agregar
e precipitar, desestabilizando o sistema coloidal, sendo esta uma acao irreversivel.

As interacbes de van der Waals regem os fendmenos de agregacao das
particulas. Portanto, precisa-se contrabalancear essa forga para promover a
estabilidade do coloide, o que é conseguido através de interacdes eletrostaticas
repulsivas e/ou efeito estérico. A teoria da dupla camada elétrica é capaz de
explicar essa estabilidade relativa dos sistemas coloidais, uma vez que prevé a
ordenacdo de ions e contra-ions ao redor da superficie das particulas, em funcéo
de sua densidade de carga superficial. Assim, quando as mesmas se aproximam,
ha a prevaléncia de fenbmenos de repulsao devido a densidade de carga gerada
por essa dupla camada elétrica. Outro modo de estabilizar um sistema coloidal é
através da adicdo de moléculas que se ordenem ao redor das particulas e
provoquem efeito estérico, impedindo a aproximac¢do das mesmas. Um exemplo
classico é a adicdo de surfactantes, o que possibilita a formacdo de emulsées °

Sendo o0 sol (suspensdao de particulas sélidas em um meio liquido) um
sistema coloidal, as consideracdes descritas anteriormente sdo validas, portanto
sua estabilidade é atingida mediante o balanco entre as forcas de van der Waals e
interagdes eletrostaticas.

No método sol-gel, os precursores para a sintese de um sol podem ser
compostos inorganicos, como sais, ou um composto metalorganico, como
alcoxidos®. No caso da silica, silicato de sédio (sal de silicio) ou tetraetilortosilicato
— TEOS (alc6xido) sdo comumente utilizados para a preparacao de sbis. Ambos
precursores sao polimerizados, por meio de reacdes de hidrélise e de
condensacdo, originando o sol de silica. Para os silicatos, ller' descreve a
preparacao do sol sendo regida pelo pH do meio de reacao, podendo ser dividida
em trés condigdes: abaixo de pH 2, entre pH2 e 7, e acima de pH 7.

Em todas as condi¢cbes, a reagdo inicia-se com a hidrélise do silicato;
todavia, em pH inferior a 2, 0 mecanismo de polimerizacao envolve a formacéao de
um ion intermediario (=Si*), como é demonstrado pela Equacao 1. Nesse caso, a

taxa de polimerizagéao é proporcional a concentracao de prétons.



Na25i03+ H20+ 2H30+ g H4Si04+ 2Na++ 2H20
=Si— OH+ H3;0" - =Si*+ 2H,0
=Sit+ HO—-Si > =Si—0-Si= + H

Equacio 1. Mecanismo de polimerizagdo do silicato em pH abaixo de 2 .

Ja em valores de pH entre 2 e 7, a taxa de polimerizacdo € proporcional a
concentragao de ions OH", sendo que 0 mecanismo de reag¢ao envolve a formacao
de um ion (=Si—-O°) — vide Equacado 2. Nessa condicdo reacional, 0s grupos
silanGis mais acidos sdo aqueles presentes na espécie condensada (o pKa de tais
grupos € inferior ao pKa das espécies nao condensadas, como apresentado no
item 1.1), portanto a condensagédo ocorre preferencialmente envolvendo as
espécies condensadas, ao invés de ocorrer entre as espécies neutras. Isso quer
dizer que, uma vez formado um dimero, a probabilidade de uma espécie neutra se
ligar a esse dimero, formando um trimero, € maior do que a probabilidade de duas

espécies neutras reagirem formando um novo dimero.

Na,Si0O;+ H,0+ OH™ < SiO(OH); + Na,0
=Si—-OH+ OH - =Si— 0"+ H,0
=Si—0 + HO-Si—> =5i—0-Si= + OH

Equacio 2. Mecanismo de polimerizagdo do silicato em pH entre 2 e 7 2.

Nessa condigdo também se observa o crescimento das particulas através de
fendbmenos de agregacao e de coalescéncia, sendo que, quanto mais préximo do
ponto isoelétrico da silica (pH 2), mais notaveis serdo os fenbémenos de
agregacao, ja que nao ha repulsdo eletrostatica entre as particulas ou esta é
praticamente nula 8. Assim sendo, formadas as particulas, em valores de pH
inferiores a 7, observa-se a formacao de uma rede tridimensional denominada gel.
Essa estrutura é formada através de reacdes de reticulacdo da cadeia polimérica,
sendo que quanto maior a taxa das reag¢des de reticulagdo, mais consistente serd

o gel formado.



Por fim, em pH acima de 7, o mecanismo de reagdo é semelhante ao
apresentado pela Equagdo 2. Contudo, como nessa condicdo o pH do meio
encontra-se distante do ponto isoelétrico, espera-se que o crescimento das
particulas seja majoritariamente conduzido por fenémenos de coalescéncia, uma
vez que a repulsdo eletrostatica entre as particulas de silica é consideravel;
todavia, isso s é observado em auséncia de sais. Quando ha, por exemplo, NaCl
presente no meio de reacao, os ions e contra ions, gerados pela dissociacao
desse sal em agua, se ordenam ao redor da superficie da particula de silica,
minimizando os efeitos de coalescéncia e favorecendo a formacao do gel, através
da reticulagéo das cadeias poliméricas — como ocorre em valores de pH inferiores
a7

A presenga de sal no meio dispersante eleva a taxa das reagbes de
reticulacdo entre as cadeias do acido polissilicico, diminuindo o tempo de
gelificagcdo. Ou seja, na presencga de sal, o sol de silica gelifica mais rapidamente
do que na auséncia do mesmo .

Com relacao aos alcéxidos, pode-se descrever o método sol-gel com trés
reacdes (Equacao 3).

=Si—OR+ H,05 =Si—O0H+ ROH
=Si—OR+ HO—-Si= $=Si—0-Si= + ROH
=Si—-OH+ HO—-Si= $ =Si—0-Si= + H,0

Equacao 3. Mecanismo de polimerizacao a partir de um alcéxido de silicio.

Numa primeira etapa, ocorrem reacdes de hidrélise, onde um grupo alcoxido
(OR) é substituido por uma hidroxila (OH). Em sequéncia ocorrem reacdes de
condensacao, onde um grupo silanol reage com um alcéxido, ou com outro grupo
silanol, formando um grupo siloxano e tendo como subproduto uma molécula de
um alcool equivalente ou agua &

Apesar de sua alta pureza, os alcdxidos apresentam algumas desvantagens,
como baixa disponibilidade no mercado, custo mais elevado, quando comparado

aos sais inorganicos, e requerem maiores cuidados no manuseio, uma vez que



sofrem hidrélise facilmente. Deste modo, sinteses de sol de silica a partir de
silicato s&o industrialmente mais viaveis, apesar de requererem controle mais
rigido de alguns parametros, como pH.

Portanto, o método sol-gel consiste na obtencdo de materiais sélidos a partir
de precursores liquidos através de reacdes de hidrélise e de condensacao. Esse
método apresenta inumeras vantagens, como pureza e€ homogeneidade das
matérias primas, nao requer temperatura elevada para preparac¢édo, o que implica
em menor gasto energético, menos perda por evaporacao, menor polui¢cdo do ar;
além de possibilitar o preparo de filmes e produtos de vidro através da formacéao
do gel. Porém, em alguns casos, requer reagentes de alto custo, longos tempos
de reacgao, produz materiais com residual de compostos organicos e/ou poros e
oferece alguns perigos a saude do manipulador, principalmente quando requer

uso de solventes organicos .

1.2.1. Métodos de preparacao de silica

A precipitacdo de silica via método sol-gel é largamente apresentada na
literatura, sendo que os principais métodos sdo através da acidificacdo de uma
solucdo de um sal inorgénico de silicio, como silicato de sodio, e precipitacdo
através de um alcoxido, como tetraetilortosilicato (TEOS) .

O método mais comum para sintese de silica coloidal € denominado método
de Stéber e faz uso de TEOS como fonte de silicio. O método foi desenvolvido por
Werner Stéber em 1968'° e consiste em hidrolisar/condensar o tetraetilortosilicato
em uma solucao alcodlica em presenca de hidréxido de ambnio. Consegue-se
controlar o tamanho das particulas sintetizadas variando-se as concentracbes de
TEOS e do élcool, bem como a natureza do alcool. Trata-se de um método
bastante divulgado e vérios trabalhos ainda sdo desenvolvidos com base no
mesmo, pois obtém-se particulas estaveis com uma estreita distribuicdo de
tamanho "2
O método de Stdber tem sido utilizado ndo somente para obtencao de

nanoparticulas de silica, como também pode ser adaptado para obtencdo de



sistemas como nanoparticulas hibridas', revestimentos em sistema core/shell’,

)1°16 & xerogéis'’.

sistemas estruturados (como silica mesoporosa

Todavia, os parametros de sintese de nanoparticulas a partir de TEOS, tais
como volume, formato de reator, temperatura, tempo de reacdo, agitacdo e
atmosfera devem ser controlados dentro de uma estreita janela de variagbes para
a obtencao de nanoparticulas com tamanho e forma controlados. Dessa forma, a
producdo em larga escala de nanoparticulas de silica por reagées de hidrélise e
de condensacdo do TEOS requer o controle rigido de tais parametros, dificultando
sua obtencao em escala industrial, principalmente para industrias de commodities.
Cabe mencionar também o numero pequeno de fornecedores em quantidades
industriais a nivel mundial deste precursor, sendo zero ou infimo no Brasil,
dependendo da importacdo desse insumo. Além das dificuldades encontradas no
ambito de producdo, o TEOS é um reagente instavel frente a umidade. Quando
exposto a agua (seja fonte direta ou umidade), pode sofrer hidrélise, liberando
etanol e, portanto, requer alguns cuidados com relagdo ao manuseio e
armazenagem.

Em contra partida, o silicato de sédio € uma fonte de silicio que apresenta
menor custo, grande disponibilidade no mercado e menor periculosidade para
manuseio, além de que o método sol-gel para sintese de nanoparticulas de silica
a partir de silicato de sédio € mais facil de ser transposto para escala industrial
quando comparado ao método que emprega TEOS. Todavia, os produtos obtidos
a partir da sintese via silicato de so6dio ndo possuem a mesma pureza daqueles
obtidos via sintese a partir de alcéxido. Isso se deve ao fato de que o método sol-
gel via alcéxido gera, como subproduto, alcodis volateis, que sdo desprendidos do
meio de reacdo; em contrapartida, a sintese envolvendo o silicato de sédio gera,
como subproduto, 6éxido de sbédio, que reage in situ formando sais,
desestabilizando o sol de silica.

Assim, tendo em vista todas as dificuldades industriais para a obtencéo de
nanoparticulas de silica a partir de alcdxidos e conhecendo-se a grande
disponibilidade do silicato de sédio no mercado brasileiro, o presente trabalho



propbe um método viavel para a obtencdo de uma suspensdo estavel de
nanoparticulas de silica, utilizando silicato de sédio.

Encontram-se na literatura diversos trabalhos publicados sobre sintese de
nanoparticulas de silica a partir de silicato de sédio. Por exemplo, Grace'® e
Nissan Co." e patentearam métodos de obtencdo de nanoparticulas de silica a
partir de acido silicico, produzindo o silicato de sodio in situ, através da adicao de
hidréxido de sédio ao meio. Incorporaram uma coluna de troca ibnica ao processo
para estabilizar a suspenséo final, eliminando o cloreto de sodio do meio de
reacdo. Todavia, independente do precursor utilizado na sintese de particulas de
silica, as aplicagdes das mesmas sao bastante semelhantes: agente secante,
agente abrasivo, suporte para catalisador, material adsorvente, aditivos para
formulacbes cosméticas, farmacéuticas e agroquimicas, sistemas carreadores,
dentre outras inimeras aplicagdes '> 2% 2" 2,

As caracteristicas atribuidas a propriedade adsorvente da silica devem-se a
sua interessante superficie e area superficial, que possibilita a adsorcao de
diversos materiais, como moléculas organicas ou fons metalicos . Contudo, nem
sempre a adsorgao é eficiente diretamente nos grupos silanois, sendo necessario
funcionalizar as particulas de silica com grupos organicos. Diversos métodos ja
foram publicados com relacdo a funcionalizacdo de particulas de silica, porém
esse procedimento deve ser conduzido visando a melhor condi¢do para adsorcéao
do material de interesse, i.e., deve ser conduzido de acordo com o material a ser
adsorvido a silica.

Ha um forte interesse pela capacidade da silica em adsorver ions metalicos,
podendo ser utilizada em processos de purificacdo de aguas, por exemplo.
Gushikem, et al. apresentam diversos estudos de adsorcédo de ions metalicos em
silica porosa funcionalizada como, por exemplo, a modificacdo da superficie de

[24.25 2627 g 1.4-

diazabicyclo(2,2,2)octano® para adsorcdo de Mn®*, Zn?*, Cu®*, Ni?*, Hg?*, Co* e

silica gel com grupo imidazolipropi , fons piridinio
Cd**, bem como o uso de benzimidazol®® e 2-amino-1,3,4-tiadiazol*® em silica para
adsorver fons Cu®". Porém, processos de funcionalizacdo requerem o uso de

solventes organicos livres de agua, atmosfera inerte, reatores especificos, dentre



outros fatores que dificultam sua transposi¢éo para escala industrial. Portanto, se
houver a possibilidade de adsorver o composto de interesse diretamente sobre a
superficie da silica — sem prévia funcionalizacdo — o0 processo torna-se
economicamente mais atrativo.

Os ions Cu(ll), assim como os ions Ag(l), dentre outros, apresentam
propriedades bactericidas/fungicidas, ja reconhecidas em diversos estudos.
Portanto, a possibilidade de adsorver tais ions a superficie de nanoparticulas de
silica viabiliza o desenvolvimento de um novo composto bactericida/fungicida,
podendo ser aplicado em diversas areas, como médica, farmacéutica e

agroquimica.

1.3. AGRONEGOCIO E DEFENSIVOS AGRICOLAS

O conceito de agronegocio (ou agribusiness) foi proposto pela primeira vez
em 1957, por Davis e Goldberg e, por definicdo, abrange toda relacdo comercial e
industrial envolvendo a cadeia produtiva agricola e pecuéria; portanto, enquadram-
se nesse contexto, desde o agricultor (seja ele pequeno, médio ou grande
produtor), industrias fabricantes de insumos, como sementes, fertilizantes,
defensivos agricolas e equipamentos; revendas, bem como logistica, venda e
beneficiamento dos produtos agropecudrios até o consumidor final 32,

No ano de 2011, segundo resultados divulgados pelo IBGE (Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica), o PIB (produto interno bruto) brasileiro
apresentou um crescimento de 2,7 % em relagcdo a 2010, totalizando R$ 4,143
trilndes, o que levou o pais a ocupar a 62 posicdo no ranking mundial,
ultrapassando o Reino Unido. O agronegdcio, especificamente, apresentou um
crescimento de 3,9 % em relacdo a 2010, contribuindo, portanto, de forma mais
expressiva do que as demais atividades (servigo, 2,7 % e industria, 1,6 %) no
crescimento do PIB total brasileiro. Vale ressaltar também que, em 2011, o
agronegoécio nao causou déficit a balanca comercial brasileira — as exportacoes
(commodities e produtos agro-industriais) superaram as importacdes *.

E as expectativas permanecem otimistas com relagdo a este ramo de

atividade. O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) divulgou,
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em Junho de 2011, um estudo que apresenta as proje¢cdes do agronegocio no
Brasil para os anos de 2020/2021, relacionando-os aos anos de 2010/2011.
Segundo o estudo, o crescimento da producéo agricola no Brasil deve continuar
acontecendo com base na produtividade — os resultados revelam maior acréscimo
da produgdo agropecudria que os acréscimos das demais areas *.

Por exemplo, as projecdes indicam que, em 10 anos, a producédo de graos
(arroz, feijao, soja, milho e trigo) deve aumentar em 23,0 %, enquanto a area
devera expandir-se em somente 9,5 %. Este estudo mostra um exemplo tipico de
crescimento com base na produtividade.

Todavia, o Brasil ainda enfrenta situacbes oriundas da imposicdo de
barreiras sanitarias e fitossanitarias que precisam ser superadas. Além disso, esta
sob ameacga constante do avango e severidade de pragas e doengas de plantas e
animais ja existentes no pais e daquelas que podem ser introduzidas a qualquer
momento, se medidas preventivas competentes e eficazes nao forem delineadas e
implementadas pelo poder publico e pelo setor produtivo.

Para que o agronegocio cresca, conforme prospeccdo, mediante tantas
adversidades, a agricultura brasileira terd que evoluir em termos tecnol6gicos e
em associagcdes. O “agricultor do futuro” terd que ser capaz de gerenciar as
inovagbes tecnoldgicas oferecidas pela industria, bem como fortalecer o seu
negécio mediante contratos com cooperativas e sindicatos, de modo a n&o
trabalhar de forma isolada. As industrias de insumos, por sua vez, deverao suprir
0s produtores com 0S recursos necessarios, sejam eles relacionados a agricultura
de precisdo (como maquinario, GPS e softwares), sistemas de irrigacdo e
drenagem, mecanizacao, transgenia, biotecnologia, nanotecnologia, dentre
outros %,

Um ramo de atividade que desempenha um papel muito importante neste
quadro € a industria de defensivos agricolas, sendo responsavel pelo
desenvolvimento, producdo e fornecimento de produtos fitossanitarios, também
denominados defensivos agricolas, agroquimicos, agrotéxicos, pesticidas,

praguicidas ou biocidas.
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Segundo a Lei Federal n° 7.802 de 11/07/1989, regulamentada através do
decreto 98.816, no seu Artigo 2°, Inciso |, o termo agrotoxico é definido como: “Os
produtos e o0s componentes de processos fisicos, quimicos ou biolégicos
destinados ao uso nos setores de producado, armazenamento e beneficiamento de
produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas nativas ou
implantadas e de outros ecossistemas e também em ambientes urbanos, hidricos
e industriais, cuja finalidade seja alterar a composicao da fauna e da flora, a fim de
preserva-la da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos, bem como
substancias e produtos empregados como desfolhantes, dessecantes,
estimuladores e inibidores do crescimento”. Em suma, tratam-se de produtos
quimicos utilizados no controle de pragas, doencgas e ervas daninhas no campo,
em geral, excluindo-se os fertilizantes e medicamentos administrados a animais
para estimular seu crescimento ou modificar seu ciclo reprodutivo 3.

Segundo sua finalidade, os agroquimicos sdo divididos nas seguintes
classes de uso **:

e Acaricidas: destinados ao controle de 4caros;

e Fungicidas: destinados, principalmente, a eliminar fungos tanto nas
culturas quanto nas sementes;

e Herbicidas: destinados a eliminar ou impedir o crescimento de ervas
daninhas. Sao, normalmente, utilizados para substituir a capina
manual;

¢ Inseticidas: destinados a eliminar insetos;

e Raticidas: destinados a eliminar ratos, marmotas, toupeiras, esquilos e

camundongos.

Apesar de serem taxados como venenos, 0S agroquimicos exercem um
importante papel no agronegdcio, pois a sua utilizacdo — de forma regulamentada
e consciente — possibilita 0 aumento de produtividade sem demandar por maiores
areas agricultaveis, o que sera essencial nos préximos anos, como ja abordado.

Uma formulacdo agroquimica é composta, basicamente, por um ingrediente

ativo (uma molécula ou ion metalico que apresenta a acao fungicida, inseticida ou
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herbicida) e ingredientes inertes (solventes, surfactantes, dentre outros
componentes que auxiliam na veiculacao do ingrediente ativo). Portanto, quem de
fato apresenta a acdo dentro de uma formulagcao agroquimica sao os ingredientes
ativos. Uma vez que o desenvolvimento de novas moléculas leva, em média, 25
anos, é importante dar sobrevida a moléculas antigas, principalmente mediante os
casos de resisténcia que vém sendo observados *°.

A evolucdo dos ingredientes ativos demonstra o quanto a industria de
agroquimicos evoluiu nos ultimos anos. O uso de substancias quimicas na
agricultura é conhecido desde a antiguidade e surgiu, basicamente, para combate
de insetos. Encontram-se registros de utilizacdo de arsénio e enxofre para o
controle de insetos em escritos romanos e gregos, nos primoérdios da agricultura.
Destacam-se o0 uso de arsénico branco na Idade Média e, a partir do século XVI, o
emprego de substancias organicas, como a nicotina e o piretro (extraido do
crisantemo) na Europa e nos Estados Unidos .

Ja no inicio do século XX, produtos a base de cobre, chumbo, mercurio e
cadmio, dentre outros, foram desenvolvidos comercialmente para tais fins e
empregados contra uma variedade de doencas *.

Os compostos organossintéticos tiveram seu apogeu apds a Segunda
Guerra Mundial, marco para a industria quimica em termos de avan¢os no campo
da sintese. Destaca-se, nesse periodo, a descoberta do inseticida organoclorado
diclorodifeniltricloretano (DDT) e do organofosforado Sharadam. Desde entao,
intensificou-se as pesquisas acerca de novas moléculas, todavia com maior
atencdo as questdes toxicolégicas, o que levou ao banimento de um grande
nimero de moléculas antigas .

O custo do desenvolvimento de um novo ingrediente ativo € um assunto
cercado de muita controvérsia, porém estima-se um valor entre US$ 100 e 250

milhdes; o que justifica os esforcos para dar sobrevida a moléculas antigas *.
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1.4.COMPOSTOS CUPRICOS - ATIVIDADE BACTERICIDA/FUNGICIDA

1.4.1. Area da saude/ Patégenos humanos

O crescimento/proliferagcdo e morte de microrganismos sao influenciadas por
diversos fatores, tanto ambientais (como temperatura, pH, niveis de oxigénio e
radiacdo de luz), quanto agentes fisico/quimicos (como o uso de agentes
sanitizantes e radiacdo UV). Diversos compostos apresentam acao
antimicrobiana, destacando-se os alcoois, fendis, compostos halogenados, sais
quartenarios de aménio e ions metalicos, por exemplo. Estes ultimos,
especificamente, tém sido utilizados ha anos, incluindo Cu®, Ag*, Zn?*, Fe?"®*,
Cd2+, Pg2* 37,

Foram os gregos antigos (400 a.C.) quem descobriram as propriedades
antimicrobianas do cobre. Eles prescreviam esse metal para o tratamento de
doencas pulmonares e para a purificacdo de agua. Desde entdo, diversas culturas
adotaram o uso desse elemento como agente sanitizante. Por exemplo, os hindus
costumavam guardar a agua sagrada do Ganges em utensilios de cobre devido a
sua propriedade bacteriostatica, enquanto que os chineses utilizavam agulhas de
cobre em suas praticas de acupuntura e os egipcios faziam uso desse metal para
esterilizar agua e feridas %3°. A partir do século XVIIl o uso do cobre se
disseminou em clinicas ocidentais para tratamentos de desordem mental e
doencas pulmonares. Para a manutencdo de agua potavel era comum se
adicionar algum objeto de cobre ao liquido, como uma moeda, e essa pratica foi
adotada tanto pelas caravanas que cruzaram os Estados Unidos na ocupacao do
oeste, quanto pelos japoneses, durante a Segunda Guerra Mundial. Tratando-se
de tecnologias mais avancadas, a NASA desenhou um esterilizador de agua a
base de cobre e prata para equipar a Apollo 13 %.

O cobre mostrou-se, ao longo da histéria, como um excelente agente
antimicrobiano, uma vez que apresenta certa abundancia, baixo custo e baixa
toxicidade ao homem, quando comparado a outros metais, como a prata e o
mercurio >°. O efeito bacteriostatico do cobre foi reportado pela primeira vez, em
moldes cientificos, pelo Dr. Phyllis J. Kuhn em 1983, quem avaliou o efeito de ligas

metalicas no crescimento de bactérias . Através de um estudo in vitro, ele
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observou que, em presencga de cobre metélico ou ligas metalicas contendo cobre,
o crescimento das bactérias Escherichia coli, Staphylococus aureus,
Streptococcus e Pseudomonas era inibido ®. A partir dos dados reportados,
desencadeou-se uma série de estudos avaliando a possibilidade de se usar
magcanetas de porta, torneiras, dentre outros objetos, contendo cobre em sua
composicao, em hospitais, clinicas e outros, de modo a minimizar as infecgées por
contaminacao “°.

|.41

Solioz et al.” avaliaram a agdo antimicrobiana do cobre metalico em 39

microrganismos, incluindo bactérias, fungos e virus, obtendo resultado positivo

4243 sendo

para mais de 90 % das espécies. Outros resultados foram reportados
que o mecanismo de acdo mais aceito envolve o dano da parede celular da
bactéria, quando exposta a superficie metalica. Contudo, quem de fato apresenta
atividade biolégica sado os ions cobre(ll) — processos metabdlicos oxidam o cobre
metalico da superficie a seu estado i6nico, sendo atribuida a esta espécie a acao
bactericida **.

Outra vertente que comecgou a ser intensamente estudada é a combinacao
de compostos contendo cobre(ll) aliados a nanotecnologia. Uma vez que atribui-
se o efeito bactericida aos ions, e ndo ao elemento metalico, passou-se a avaliar a
atividade bioloégica de nanoparticulas carregadas com ions cobre(ll) em diversos

patégenos. Tang et al.*

apresentaram estudos comparativos do efeito bactericida
de nanoparticulas de TiO,, nanoparticulas de TiO, dopadas com cobre e
nanoparticulas de CuO em Mycobacterium smegmatis e Shewanella oneidensis e
constatou que a dopagem das nanoparticulas de titanio intensificam a acéo
bactericida do cobre. Fendmeno semelhante foi observado por Chen et al.*®, que
reportaram um efeito sinérgico no composto Cu/TiO/CS (sendo CS
nanoparticulas de quitosana). Estes autores propdem que as nanoparticulas de
quitosana, quando combinadas ao cobre e Oxido de titanio, apresentam uma
melhor acdo bactericida do que os compostos isolados. Seus estudos foram
conduzidos com E. coli e S. aureus e, através de estudos utilizando microscopia
eletrdnica de transmissao (TEM), os autores verificaram que a parede celular das

bactérias é danificada na presenca desse composto triplo e atribuem tal efeito a
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carga superficial negativa da parede bacteriana — as nanoparticulas liberam,
quando em solugdo, ions cobre(ll), que se ligam a parede bacteriana,
rompendo-as.

Anteriormente, ja havia sido publicado um estudo comparando o potencial
zeta de nanoparticulas de quitosana com nanoparticulas de quitosana carregadas
com fons cobre(ll), bem como o efeito bioldgico de ambas em E. coli *’. Os
autores concluiram que a adi¢do de ions cobre(ll) a nanoparticulas de quitosana
desloca o potencial zeta de tais particulas para valores mais positivos e, portanto,
interagem melhor com a parede bacteriana — negativamente carregada -
provocando a sua lise ou inibindo o transporte de nutrientes para dentro das
células (0 mecanismo ainda nao foi bem elucidado), consequentemente causando
a morte das bactérias.

Outros compostos tiveram sua acdao bactericida testada, como
nanoparticulas de cobre embebidas em uma matriz de silica*®, nanoestruturas
porosas de cobre/carbono*® e complexos de cobre com quartenarios de amoénio®,
por exemplo, sendo que todos apresentaram melhor acao bactericida/
bacteriostatica quando combinado a ions cobre(ll); assim como nanoparticulas de
oxido de cobre(ll) também apresentam atividade biolégica, todavia sdo menos
eficazes do que compostos nos quais os ions cobre(ll) se encontram mais
biodisponiveis, uma vez que a acao de nanoparticulas de 6xidos depende da lenta
liberagdo de tais ions para exercerem a funcéo desejada *'2.

Independente do composto avaliado, o mecanismo de acdo dos ions
cobre(ll) como agente antimicrobiano ainda ndo esta bastante claro. Muitos

autores*! 4647

atribuem tal acdo a simples capacidade do cobre(ll) em lisar a
parede bacteriana, conduzindo-a a morte. Contudo, estudos mais completos estédo
sendo realizados e os primeiros indicios de que o cobre interfere no metabolismo

bacteriano ja foram publicados. Esses autores*#>"%3

propéem que, enquanto o
cobre é necessario no transporte de elétrons no processo de respiracdo e atua
como cofator em diversas enzimas, o fon Cu?* é toxico, devido sua capacidade de
gerar radicais hidroxila frente a per6xidos, apds sofrer reducdo a Cu® (processo

este conduzido por enzimas como NADH reductase-2). Assim sendo, os ions
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cobre(ll) interrompem diversos processos metabdlicos dentro da célula,

conduzindo-a a morte.

1.4.2. Agricultura
Como ja mencionado, fungicidas cupricos passaram a ser comercializados
no inicio do século XX, porém ja no século XIX utilizava-se nas lavouras a
denominada “calda bordalesa” — uma mistura de sulfato de cobre(ll) e éxido de
célcio na proporcao de 1:1 em massa *. Portanto, a acdo bactericida/fungicida do
cobre(ll) € reconhecida ha anos, ndo somente na area da saude, como também no
setor agricola. Contudo, poucos estudos sdo publicados avaliando-se a agéo
fungicida/bactericida desses novos compostos de cobre nos patdgenos
relacionados a agricultura, sendo que um dos motivos atribuidos a essa
observacdo é o baixo valor agregado dos defensivos agricolas, principalmente
aqueles a base de cobre.
Atualmente, existem registrados diversos fungicidas cupricos, destacando-se
o 6xido, oxicloreto e hidroxido de cobre °*. Todavia, tratam-se de formulagdes
antigas, de baixa tecnologia, que exigem uma alta dose de aplicagdo para que
apresentem resultado no controle de doencas. Outro fator que se destaca, nesse
contexto, sdo os casos de resisténcia. O uso indiscriminado de defensivos
agricolas provoca uma selecao natural na lavoura, seja entre as pragas, patdégeno
ou ervas daninha. Portanto, dar sobrevida as moléculas antigas é de fundamental
importancia, principalmente quando se considera o custo e tempo envolvidos no
desenvolvimento de novas moléculas, bem como as dificuldades associadas a
essa pesquisa. Assim, associando ingredientes ativos antigos a novas tecnologias,
como a nanotecnologia, ha a possibilidade de obter-se uma melhor eficacia,
quando comparado aos produtos tradicionais.
Fungicidas cupricos apresentam acao protetora e, como tal, sdo capazes de
inibir inespecificamente diversos processos enzimaticos, podendo atuar em
qualquer parte da célula onde haja atividade metabdlica. Estudos mostram que

fungicidas metalicos, como os cupricos, envolvem reagdes com 0S Qrupos

17



sulfidrilicos, além de atuar também nas enzimas sacarase, catalase, arginase,
asparaginase, beta-glucosidade, dentre outras, inibindo-as °°.

Devido a inespecificidade dos fungicidas protetores, observam-se sintomas
de fitotoxicidade nas plantas, caso os mesmos sejam absorvidos pela superficie
vegetal. Portanto, utilizam-se compostos com baixa solubilidade, como hidréxido,
oxicloreto ou 6xido de cobre, sendo que a atividade antifungica e antibacteriana é
conseguida mediante intemperismos (chuva, orvalho), secrecdes vegetal ou do
proprio fungo, que solubilizam uma pequena quantidade do composto, liberando
os ions cobre(ll). Em contrapartida, esses fungicidas apresentam atuacdo mais
lenta, ja que é necessario o acumulo de ions cobre(ll) até que se consiga atingir a

dose fungitéxica, sendo que esta varia de acordo com cada patoégeno *°.

Inumeros patégenos aflingem as mais variadas culturas, sendo que alguns
representam maior valor econdmico, uma vez que as doengas provocadas por tais
patdbgenos comprometem a produtividade. Por exemplo, a bactéria Ralstonia
solanacearum, habitante natural do solo, é responsavel pela doenga vascular
murcha bacteriana, acometendo mais de 50 familias boténicas, incluindo o
tomateiro, bananeira, batata doce, fumo, mamoeiro, pimenta e pimentdo, dentre
outras. Ocorre em todas as regidbes do Brasil, causando maiores problemas
principalmente nas Regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste, onde predominam
temperaturas e umidades elevadas >*°’.

O patégeno sobrevive também em varias espécies de plantas daninhas sem
expressar nenhum sintoma da doenca. Considerada de dificil controle, pela sua
ampla gama de hospedeiras e variabilidade do patégeno, € a doenca bacteriana
mais estudada em todo o mundo *’.

Ja a bactéria Xanthomonas axonopodis é responsavel por diversas doencas,
incluindo o cancro citrico, em citros; o crestamento bacteriano, no feijoeiro; e a
mancha angular, no algodoeiro; dentre outras. Trata-se de uma doenga que ocorre
de forma generalizada em todas as regides, uma vez que o patégeno é bastante
resistente a dissecacao, calor, baixa umidade e radiacdo solar, podendo

sobreviver por varios anos em sementes, folhas e caules infectados *’.
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Todas as doencas mencionadas sao murchas bacterianas — doencas
vasculares que comprometem o transporte de dgua e nutrientes absorvidos pelas
raizes. Tais patégenos colonizam o xilema (vaso condutor) das plantas,
apresentando como sintomas a murcha das folhas mais velhas da planta e, com o
avanco da doenca, o tecido do caule e do ponteiro se tornam flacidos, seguindo-se
a seca das folhas, caule, ramos e, finalmente, a morte da planta °°.

O género Alternaria pertence a uma familia de fungos responsaveis pela
requeima (ou crestamento), uma doenca que causa a necrose repentina de érgaos
aéreos, como folhas, flores e brotacées. A necrose se inicia pelos bordos,
podendo progredir por toda extensdo dos 6rgaos atacados, causando a morte da
regido afetada. A doenca ndo causa a morte da planta, num estagio inicial, todavia
leva a perda de produtividade. A Alternaria solani, especificamente, causa a pinta
preta (ou mancha de alternaria) no tomate, berinjela e jil6 >>*’.

Outro exemplo é o Colletotricum gloeosporioides, patégeno causador da
antracnose, doenca que afeta principalmente culturas frutiferas, mas também
pode infectar folhas, flores e ramos, porém sem ocasionar a perda da planta.
Sintomas em folhas sédo caracterizados por manchas necréticas de coloragéao
escura, com bordos definidos e formato irregular, ocupando as margens das folhas
ou 0s espacos entre as nervuras. As flores podem ser facilmente afetadas pelo
patdgeno, ocorrendo seca ou abscisdo das mesmas ou, entdo, serem infectadas
através do botéao floral, o que afetard o desenvolvimento do fruto, causando queda
prematura e/ou podriddo. Mas s&do os sintomas nos frutos os mais criticos,
iniciando-se por pequenas pontuacdes de coloragdo marrom a preta, com formato
circular. Estas tendem a evoluir atingindo parte do fruto ou necrosando-o
completamente, o que ocasiona perda de produtividade. Essa doenca é critica nas
plantacbes de acerola, cacau, café, caju, caqui, citros, goiaba, maca, mamao,

dentre outras culturas *’.
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Assim sendo, o presente trabalho propde um método para a preparagao de
uma suspensao estavel de nanoparticulas de silica a partir de matérias primas de
baixo custo e baixa periculosidade, cujas particulas apresentem uma estreita
distribuicdo de tamanho e sejam redispersaveis em agua apdés secagem. Uma
possivel aplicacdo para tais nanoparticulas é como sistemas carreadores de ions
metalicos ou moléculas organicas, podendo ser utilizadas em sistemas cataliticos,
agroquimicos, farmacos, cosmeéticos, dentre outros.

Mais especificamente, propde-se o desenvolvimento de um novo composto
fungicida/bactericida, a base de cobre(ll), visando uma melhor eficiéncia em
relagdo aos fungicidas cupricos disponiveis no mercado, sem causar fitotoxicidade

as plantas.

2. OBJETIVO

O presente trabalho propée um método para a sintese de nanoparticulas de
silica, a partir de silicato de sddio, ajustando-se o pH de precipitacdo com uma
solucdo de um acido fraco, e estudo de adsorcédo de ions cobre(ll) a superficie
dessas nanoparticulas sem prévia funcionalizagdo das mesmas.

Testou-se a atividade biolégica do sistema “nanoparticulas de silica contendo
ions cobre(ll)” em fungos e bactérias, uma vez que ha registro de que tal metal
apresenta atividade bactericida e fungicida.

3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1.0BTENCAO DAS NANOPARTICULAS DE SILICA

3.1.1. Sintese das nanoparticulas de silica

3.1.1.1. Reagentes
e Silicato de sddio alcalino 30 % m/v — Diatom

e Acido citrico 99,5 % — Sigma-Aldrich
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3.1.1.2. Método
Preparou-se duas solugdes, sendo uma de silicato de sédio a 1 % m/v e a
outra, &cido citrico a 1,0 mol L. Ajustou-se o pH da primeira solucédo para 10,5
com a solucéo de acido citrico, sendo que o pH inicial da solugédo de silicato a 1 %
m/v é aproximadamente 12. Vide Tabela 2.

Tabela 2. Relacao entre os volumes de solucéao de silicato de sédio, agua e solucao de acido
citrico utilizados na sintese das nanoparticulas de silica.

3:1?52;;29:: Volume de | Volume de silicato Volume de éc_i1do pH pH
sodio / % miv agua/ mL de sodio / mL citrico 1,0 mol L / mL | inicial | final
1 750 25 6 12,0 10,5

Submeteu-se tal solugdo a refluxo com agitacdo magnética por 24 h, com
temperatura aproximada de 90 °C, num sistema que consiste em um baldo de
duas bocas, um condensador em espiral e um termémetro acoplado a uma rolha.
O aquecimento foi realizado com o auxilio de uma manta de aquecimento com
agitacdo magneética. Apds a reacao, concentrou-se a suspensao por destilagéo,
utilizando-se um rota-evaporador acoplado a um sistema de vacuo. Removeu-se
agua do sistema por destilagdo até atingir-se a concentracdo de 3 % m/v — trés
vezes superior a inicial. Para isso, definiu-se o volume de dgua que era necessario
retirar da suspensao 1 % m/v, de modo a se atingir a concentragéo de 3 % m/v, e
controlou-se o processo de destilagdo através do volume de agua condensada no
rota-evaporador.

Para se obter as amostras em fase soélida, processou-se as solugbes em
spray-dryer, conforme item 3.3. Todos os reagentes foram utilizados sem prévio
tratamento/purificagéo.

3.1.2. Gravimetria
Com o objetivo de avaliar a massa contida nas suspensdes de
nanoparticulas de silica, tanto na amostra cuja concentracdo nominal é 1 % m/v,
quanto naquela concentrada a 3 % m/v, realizou-se andlise gravimétrica. Numa
capsula de quartzo tarada, pesou-se uma massa especifica da suspensao final de

nanoparticulas de silica. Primeiro evaporou-se parte dessa suspensao numa
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chapa de aquecimento em temperatura branda, depois tais barquinhas foram
submetidas a aquecimento em forno do tipo mufla (EDG 3000) por 3 h a 900 °C.
Finalizado o processo, aguardou-se o resfriamento das barquinhas para, entao,

pesar-se a massa resultante do tratamento.

3.1.3. Avaliacao de pH

A suspensao de nanoparticulas de silica, tanto na concentracao original (1 %
m/v), quanto a 3 % m/v, apresenta um pH em torno de 11. Para avaliar se, quando
redispersas em agua, as amostras sélidas retomam essa faixa de pH, adicionou-
se cerca de 0,01 g de amostra (processada em spray-dryer, segundo item 3.3) em
10 mL de agua destilada, resultando numa concentracdo de 0,1% m/v de sélido
suspenso. Mediu-se o pH dessa suspensdo com o auxilio de um pHmetro
Analyser pH 300M, calibrado com solugdes tampao Synth 7,00+£0,05 e 10,00£0,05
(25 °C).

3.2.0BTENCAO DAS NANOPARTICULAS DE SILICA CONTENDO IONS
COBRE(ll)

3.2.1. Estudos de gelificacao em funcao do pH

Como um dos objetivos do trabalho é a adsorgdo dos ions cobre(ll) na
superficie das nanoparticulas de silica sem qualquer processo de funcionalizacéo,
buscou-se na literatura o melhor valor de pH para adsorcao de tais ions. E,
também, avaliou-se o tempo de gelificacdo da suspensado de nanoparticulas de
silica mediante diversos valores de pH. Assim, com base nessas duas
informagdes, determinou-se a melhor condicdo para prosseguir com O
experimento.

O estudo de gelificacao foi realizado ajustando-se o pH da suspenséo de
silica 1 % m/v, com solucéo de acido citrico 99,5% (Sigma-Aldrich) 1,0 mol L nos
valores de pH 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 e 8,0. Para cada ponto, avaliou-se o
tempo de gelificacao da solucdo, mediante agitacdo magnética. Os valores de pH
foram ajustados com o auxilio de um pHmetro (Analyser pH 300M) calibrado com
tampdes (Synth) 7,00+0,05 e 10,00£0,05 (25 °C).
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O estudo nao foi conduzido com a suspensao de nanoparticulas de silica a

3 % m/v pois, nessa concentracdo, a suspensao gelifica prontamente a adicao do

acido.

3.2.2. Adsorcéo dos ions metalicos na superficie da silica

3.2.2.1.

Reagentes

e Suspensdao de nanoparticulas de silica a 1 % m/v — Preparada

segundo item 3.1.1.

e CuCl2.2H0 P.A. — Sigma Aldrich

e Acido citrico 99,5 % — Sigma Aldrich

3.2.2.2.

Método

Primeiro, preparou-se uma solugéo de 4cido citrico 1,0 mol L™ e, com esta,

ajustou-se o pH da suspensao de nanoparticulas de silica para aproximadamente

8. Entdo se adicionou uma determinada quantidade de cloreto de cobre(ll)

dihidratado a suspenséao de silica, de modo a se obter uma concentracao final de

1,5 e 10 mol% (em relacdo a massa de silica). Vide Tabela 3.

Tabela 3. Relacdao de massa de sal de cobre(ll) com volume de solucao de nanoparticulas de

silica.

Volume de suspensao de

Concentracao de ; ph Volume de acido Massa de
ions cobre(ll) / molo | ManoPatticulas desilica | giyrico 1 mol L /mL | CuCl,.2H,0/g
1 1000 30 0,43
5 1000 30 2,13
10 1000 30 4,26

Novamente, para obtengdo das amostras em fase sélida, processou-se em

spray-dryer de acordo com item 3.3, sendo que o sal de cobre foi adicionado a

solucdo de silica pouco antes dessa etapa. Todos os reagentes foram utilizados

sem prévio tratamento/purificacao.

23




3.3. PROCESSAMENTO SPRAY-DRYER

3.3.1. Condicoes

e Temperaturas: 150, 180 e 200 °C
e Bomba: 15%

e Aspiracdo: 85%

e Nozzle cleaner: 5/ und. arb.

e Bico:1,5mm

3.3.2. Processamento das amostras

A secagem das amostras foi realizada utilizando-se um mini spray-dryer
Blchi modelo B-290, alocado no CPQBA/Unicamp, Betel — SP, divisdo de
fitoquimica, sob orientacdo do pesquisador Rodney Alexandre Ferreira Rodrigues.

Processou-se as duas solugdes de silica (concentragbes de 1 e 3% m/iv),
contendo, ou nao, ions cobre(ll), nas trés temperaturas mencionadas, obtendo-se

as amostras apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4. Amostras de silica nanoparticulada obtidas através de processamento em spray-
dryer.

. o Concentracao da suspensao de Concentracao de

Nomenclatura® | Temperatura / 5C nanopartl’c‘illas de sili?:a /% m/v | ions Cu(ll) ?mol%
Si0,1150 150 1 -
Si0,3150 150 3 -
Si0,1180 180 1 -
Si0,3180 180 3 -
Si0,1200 200 1 -
Si0,3200 200 3 -
SiO,1Cu1150 150 1 1
SiO,1Cu5150 150 1 5
SiO,1Cu1180 180 1 1
SiO,1Cu5180 180 1 5
SiO,1Cu1200 200 1 1
Si0,1Cu5200 200 1 5

* As amostras dopadas com cobre a 10 mol% ndo puderam ser caracterizadas, conforme discutido
no item 4.2.1.
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3.4. CARACTERIZACOES

3.4.1. Difratometria de Raios X (XRD)

Os difratogramas de raios X das amostras na forma de p6 foram obtidos em
um difratdbmetro Shimadzu XRD-7000, operando em modo de varredura com
radiacdo CuKo (A = 1,5418 A), voltagem 40 kV, corrente 30 mA, velocidade de
varredura de 2° min™ em 26. A calibragdo do angulo de varredura (26) foi feita

usando-se silicio policristalino.

3.4.2. Fluorescéncia de Raios X (XRF)

A quantificacao de cobre(ll) nas amostras foi realizada pela técnica de
fluorescéncia de raios X por leitura de comprimento de onda utilizando um
equipamento Shimadzu XRF-1800 com tubo de roédio. A calibracdo do
equipamento foi realizada com padrées de 6xido de cobre(ll) em silica gel.

3.4.3. Espectroscopia Vibracional na Regiao do Infravermelho (FT-IR)
Foi utilizado um espectrofotometro com transformada de Fourier (FT-IR)
Bomen FTLA2000, na regido de 4000 a 400 cm’. Utilizaram-se pastilhas

preparadas a partir da dispersao dos sélidos em KBr, na propor¢ao de 1:100 m/m.

3.4.4. Espalhamento de Luz Dinamico (DLS) — Raio hidrodinamico das
particulas
Utilizou-se um equipamento Malvern ZetaSizer Nano-ZS para estimar os
diametros das particula sintetizadas através da técnica de espalhamento de luz
dinamico. Realizou-se as medidas com um laser de comprimento de onda de 630
nm a um angulo fixo de 173°. As amostras foram preparadas suspendendo 0,1%
m/v de sélidos em agua e submetendo a suspensao a ultrassom por 30 min. Ao
transferir a suspensao para cubeta, filtrou-as com membrana de teflon® (PTFE) de
0,20 pm.
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3.4.5. Espalhamento de Luz Dinamico (DLS) — Potencial Zeta
Utilizou-se um equipamento Malvern ZetaSizer Nano-ZS para efetuar as
medidas de potencial zeta das particulas de silica sintetizadas e processadas. As
amostras foram preparadas suspendendo 0,1% m/v de sdélidos em agua e

submetendo a suspensao a ultrassom por 30 min.

3.4.6. Microscopia Eletrénica de Varredura (SEM-FEG)

As micrografias foram obtidas em trés microscopios distintos (em virtude da
disponibilidade destes equipamentos), sendo que as amostras foram preparadas
seguindo 0 mesmo procedimento: amostras sélidas foram redispersas em agua
destilada em condicdo bastante diluida e as amostras liquidas (suspensdes
coloidais) foram diluidas em agua destilada. As suspensdes finais foram gotejadas
sobre fragmentos de silicio, previamente limpos com agua, detergente neutro e
acetona.

1) Field Emission Scanning Electron Microscope  Supra™ 55VP com
aceleracao de 5 kV e detector de elétrons secundarios.

2) Field Emission Scanning Electron Microscope JEOL JSM 7500F com
aceleracao de 8 kV com detector de elétrons secundarios, disponivel no
INCT do Instituto de Quimica de Araraquara (Unesp).

3) Field Emission Scanning Electron Microscope JSM 6330F com aceleragcao
de 5 kV com detector de elétrons secundarios, disponivel no laboratério de
Luz Sincroton — LNLS de Campinas.

3.4.7. Espectrometria de Dispersao de Energia de Raios X (SEM-EDS)
As micrografias foram obtidas em um microscépio eletrénico de varredura
(SEM) JEOL JSM-6360 LV com aceleragdo de 20 kV, com detector de elétrons
retroespalhados (backscattered), e um analisador de raios X acoplado, modelo
Noram System Six, para realizagdo das medidas de EDS. As amostras, presas ao
porta-amostra empregando-se fita de carbono, foram recobertas com carbono,
pela técnica de sputtering, utilizando o equipamento Bal-Tec MED 020.
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3.5.ENSAIOS DE ATIVDADE BIOLOGICA

3.5.1. Bactérias
3.5.1.1. Materiais
e Meio de cultura BDA (batata-dextrose-agar)
e Amostra SiO,1Cu5150
e Suspensdes de bactérias Xanthomonas axonopodis e Ralstonia

solanacearum

3.5.1.2. Método

Empregou-se o método de teste de difusdo em disco. Primeiramente
preparou-se suspensdées da amostra SiO.1Cu5150 de modo a se atingir as
concentragbes de 1, 5, 10, 25, 50 e 100 ppm de ions cobre(ll) — vide Tabela 5.
Assumiu-se a concentracdo de 3,99 % m/m de ions cobre(ll) para a amostra
SiO2Cu5150, conforme resultado da andlise de fluorescéncia de raios X. Também
realizou-se a analise de um produto comercial, a base de hidroxido de cobre(ll),
para avaliar se o sistema nanoparticulas de silica contendo ions cobre(ll),
desenvolvido neste trabalho, apresenta atividade biol6gica equivalente, inferior ou
superior aos produtos ja disponiveis no mercado. No caso desse ultimo produto,

optou-se por testar a dose maxima recomendada em bula para bactérias.

Tabela 5. Relacdao entre a massa de amostra, volume de agua e concentracao de ions
cobre(ll) utilizada no preparo dos meios de cultura para o ensaio de atividade biolégica com
bactérias.

Amostra Concentracao de ions Massa de amostra \{olume de

cobre(ll) / ppm utilizada / g agua/ mL
Testemunha (Branco) 0 0,0 100,0
SiO,1Cu5150 1 0,0025 100,0
SiO,1Cu5150 5 0,0125 100,0
SiO,1Cu5150 10 0,0251 100,0
SiO,1Cu5150 25 0,0627 100,0
SiO,1Cu5150 50 0,1253 100,0
SiO,1Cu5150 100 0,2506 100,0
Padrao comercial 1050 0,3000 100,0

Em uma placa de petri contendo o meio de cultura, espalhou-se uma aliquota
da suspensao de bactéria com o auxilio de uma al¢a de Drigalski. No centro da
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placa de petri, colocou-se um disco de papel filtro previamente imergido nas
suspensoes contendo as diversas concentracdes das amostras a serem avaliadas.
O ensaio foi conduzido em triplicata.

As placas de petri foram mantidas a 25 °C, em uma estufa de germinacao
com fotoperiodo (Eletrolab modelo 222/4), pelo periodo aproximado de uma
semana, sendo que o0 ensaio deu-se por encerrado no momento em que a placa
determinada como “testemunha” teve toda sua area coberta pela respectiva
bactéria.

A acao bactericida do composto é verificada pela formacdo de um halo na
regido ocupada pelo disco de papel filtro, onde ndo houve o crescimento
bacteriano, sendo este denominado “halo de inibicdo”. Para todas as
concentragdes avaliadas, realizou-se duas medidas, diametralmente opostas, do
halo de inibicdo, quando este se fez presente. Com os resultados obtidos pode-se
montar uma curva dose/resposta para ambas bactérias, contendo oito pontos cada
curva (7 concentragbes distintas mais o branco, aqui denominado “testemunha”).
Os valores dos halos de inibicdo foram submetidos a uma analise estatistica
(método de Turkey — 5% probabilidade), sendo possivel avaliar se 0s mesmos sao

estatisticamente distintos, ou nao.

3.5.2. Fungos
3.5.2.1. Materiais
e Meio de cultura BDA (batata-dextrose-agar)
e Amostra SiO,1Cu5150

e Indculo dos fungos Alternaria solani e Colletotrichum gloeosporioides

3.5.2.2. Método
A metodologia adotada foi o teste de difusdo em disco para fungos. O meio
de cultura foi preparado e, antes de ser vertido na placa de petri, adicionou-se o
composto a ser testado na concentracdo desejada. Neste ensaio trabalhou-se

apenas com as concentragdes de 25, 50 e 100 ppm de ions cobre(ll) — vide
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Tabela 6 (novamente utilizou-se a concentragdo de 3,99 % m/m de ions cobre(ll)
na amostra, conforme resultado da analise de fluorescéncia de raios X).

Assim como para o ensaio em bactérias, avaliou-se o desempenho de um
produto comercial, a base de hidroxido de cobre(ll), nos dois patdégenos em
questao, de modo a verificar se o composto de nanoparticulas de silica contendo
ions cobre(ll) apresenta atividade bioldgica superior, semelhante ou inferior aos
produtos disponiveis no mercado. Novamente, fez-se uso da dose maxima

recomendada em bula para tais patégenos.

Tabela 6. Relacdao entre a massa de amostra, volume de agua e concentracao de ions
cobre(ll) utilizada no preparo dos meios de cultura para o ensaio de atividade biolégica com
fungos.

Concentracao de ions Massa de amostra .
Amostra cobre(ll) no meio de dispersa no meio de Vo“émfu?: /mrﬁ:? de
cultura/ ppm cultura/g
Testemunha 0 0,0 100,0
SiO,1Cu5150 25 0,0627 100,0
SiO,1Cu5150 50 0,1253 100,0
SiO,1Cu5150 100 0,2506 100,0
Padrao comercial 490 0,1400 100,0

Portanto, suspendeu-se a respectiva massa de amostra no determinado
volume de meio de cultura, de modo a se obter a concentracdo desejada de ions
cobre(ll). Essa suspenséo foi vertida nas placas de petri e, no centro da mesma,
colocou-se um indculo, com cerca de 1 cm de diametro, do fungo a ser testado. As
placas de petri foram, entdo, armazenadas em estufa de germinagdo com
fotoperiodo (Eletrolab modelo 222/4) a 25 °C. O ensaio deu-se por encerrado no
momento em que o fungo ocupou toda a area superficial da placa de petri
denominada como testemunha. As anadlises foram realizadas em triplicata.

A acdo fungicida do composto é verificada através da inibicdo do
crescimento do fungo, quando comparado aquele da testemunha. Assim, mede-se
o diametro da area ocupada pelo fungo e subtrai-se tal valor do diametro da placa
de petri (area total), obtendo-se assim a area nao ocupada pelo fungo. Realizou-
se as medidas em duplicata, procurando-se obter valores diametralmente opostos.
Obteve-se uma curva dose/resposta com 4 pontos para cada fungo avaliado (3

concentragcdes de ions cobre(ll) mais a testemunha). Os didmetros obtidos foram
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submetidos a uma anélise estatistica (método de Turkey — 5% probabilidade),

sendo possivel avaliar se o0s mesmos sao estatisticamente distintos, ou nao.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1.0BTENCAO DAS NANOPARTICULAS DE SILICA

O método apresentado baseou-se em diversas referéncias, dentre elas
patentes e publicacbes cientificas e, ainda assim, se mostra Unico, uma vez que
faz uso de silicato de s6dio e um &cido orgéanico fraco como fonte precursora das
nanoparticulas de silica. Portanto, o método foi protocolado no INPI sob o titulo
“Processo de obtengdo de nanoprodutos a base de silica” 8.

As primeiras sinteses foram conduzidas a temperatura ambiente. Preparou-
se uma solucao de silicato de sédio a 1 % m/v e seguiu-se com a adicdo da
solucdo de acido, a temperatura ambiente e mediante agitacdo magnética. Foram
testados varios acidos, organicos e inorganicos, em diversas concentracéoes,
buscando a melhor alternativa para o controle da cinética de reacéo, de modo a se
obter uma suspensao estavel de nanoparticulas de silica. Mediante esse estudo,
concluiu-se que quanto maior a forgca do acido e maior a concentracao da solucao
desse acido, mais rapido € o processo de gelificacdo do sol de silica; portanto a
melhor alternativa é a utilizacdo de uma solucao de um acido organico fraco e
optou-se pelo acido citrico, uma vez que se trata de uma matéria prima de baixo
custo, facil manipulagdo e baixa periculosidade. E mais viavel utilizar o &cido
citrico, quando em escala industrial, do que os acidos comuns, como cloridrico,
sulfdrico, nitrico ou acético. Assim sendo, estabeleceu-se a solucdo 1,0 mol L de
acido citrico para ajuste de pH, de modo a se obter uma suspensdo de
nanoparticulas de silica estavel.

Em sequencia, otimizou-se a concentracao da solucao de silicato de sdodio,
fonte de silicio para a sintese das nanoparticulas de silica. Primeiramente, fixou-se
a concentracao de 1 % m/v para essa solucdo, de modo a se definir o acido mais
adequado a essa sintese. Concluida essa etapa, buscou-se concentrar a solugéo

de silicato de sédio e para tal, testou-se uma faixa de valores, variando de 1,5 %
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m/v até 10 % m/v. O estudo mostrou que em qualquer concentracdo de silicato de
s6dio, acima de 1 % m/v, o processo de gelificacao é rapido e de dificil controle.
Portanto, optou-se por manter a concentracdo de 1 % m/v para a solugdo de
silicato de sédio. Contudo, mesmo nessa concentracdo, a suspensao final de
nanoparticulas de silica ndo é consideravelmente estavel, permanecendo como
sol somente por 6 horas — apds esse periodo, desencadeia-se 0 processo de
gelificagao.

Neste contexto, resolveu-se avaliar o efeito da temperatura na estabilidade
da suspensdo de nanoparticulas de silica. Preparou-se a solugédo de silicato de
s6dio a 1 % m/v, adicionou-se a solugcédo do acido anteriormente definido (solugéo
de &cido citrico 1,0 mol L) até que o pH dessa solucéo atingisse o valor 10,5.
Entdo submeteu-se essa solucado final, com pH ajustado, a refluxo por 24 h.
Observou-se que, nessas condicbes, era possivel obter-se uma suspensdo de
nanoparticulas de silica bastante estavel, podendo ser armazenadas por meses
sem que houvesse alteragédo significativa no didmetro médio das particulas.
Aparentemente, o aquecimento/refluxo permite a formacdo de particulas
individuais de silica, estabilizando a suspensao final. Tendo em vista esses
resultados, tentou-se — novamente — concentrar a solugdo de silicato de sodio,
agora submetendo o sistema a refluxo. Todavia, ainda assim, ndo obteve-se
sucesso, sendo necessario manter a concentracao de 1 % m/v.

Uma vez esgotadas as alternativas para se concentrar a suspensao de
nanoparticulas de silica durante a sintese, avaliou-se a possibilidade de
concentra-la posteriormente, por processo de destilacdo. Submeteu-se a
suspensao final de nanoparticulas a remocdo de agua via destilacdo a vacuo,
controlando-se o volume de agua retirado do sistema. Conseguiu-se obter uma
suspensao estavel de nanoparticulas de silica a 3 % m/v (estabilidade esta,
semelhante a da suspensdo a 1% m/v), sendo que qualquer concentracdo
superior a 3 % m/v apresentou menor estabilidade.

Sendo assim, seguiu-se com as caracterizacbes de ambas suspensdes (a
1 % e 3 % m/v) e ambas foram processadas em spray-dryer (conforme descrito no
item 3.3) para obtencao de amostras em fase sélida.
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4.1.1. Gravimetria

Com o intuito de estimar a massa de silica presente em suspensao, realizou-
se anadlises gravimétricas das suspensdes de nanoparticulas de silica em ambas
concentragées — 1 % e 3 % m/v. Os dados referentes a essa analise encontram-se
na Tabela 7.

Como se pode observar, os valores obtidos estdo acima do esperado,
contudo deve-se considerar que nao ha somente silica presente na suspensao. Os
contra-ions sodio ndo séo eliminados nesse processo de decomposicao, o que
provoca um acréscimo de massa, ja que os calculos tedricos foram realizados em
funcdo do elemento silicio. Com relacdo ao citrato, assume-se que toda sua
massa tenha sido decomposta a CO, e H,O devido ao tratamento térmico a 900
°C — essa temperatura é suficiente para decompor toda matéria organica presente.

Tabela 7. Dados experimentais referentes a analise gravimétrica.

Concentracao teodrica / Massa inicial de Massa final de Concentracao real /
% m/v suspensao / g suspensao seca/ g % m/v
1,0 2,0039 0,0298 1,5
3,0 1,7426 0,0718 4.1

Considerando a estequiometria da reagédo geral de conversao de silicato de
s6dio em silica (Equacao 4), esperava-se obter cerca de 1,1 % m/v de residuo
para o primeiro caso e 3,4 % m/v, para o segundo caso, devido a massa de
hidréxido de sédio produzida junto a massa de silica.

Na25i03+ Hzo —)Si02+ 2NaOH

Equacao 4. Equacao geral que representa a conversao do silicato de sodio em silica.

Todavia, o valor experimental ainda mostrou-se superior ao estimado. Uma
explicacdo para essa observagdo esta atrelada a presenca de contaminantes no
silicato de sodio utilizado — matéria prima industrial. Como ndo se possui um
certificado de analise para este reagente, torna-se dificil averiguar a veracidade
dessa hipotese.
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4.1.2. Avaliacao de pH
Realizou-se essa analise para avaliar o pH da suspensao de nanoparticulas
de silica produzida ap6s redispersar o sélido, obtido via secagem em spray-dryer,
em agua. Os resultados obtidos encontram-se dispostos na Tabela 8.

Tabela 8. Valores de pH de solucoes de silica a 0,1 % m/v.

pH pH
Si0,1150 10,5 Si0,3150 10,4
Si0,1180 10,3 Si0,3180 10,3
Si0,1200 10,4 Si0,3200 10,4

Nota-se que, como esperado, o tratamento térmico para obtencdo de
nanoparticulas de silica em fase soélida ndo elimina os ions sodio. Isso é
comprovado pelo fato de que, quando redispersa em agua, as amostras sélidas
geram uma suspensao com pH alcalino, 0 que caracteriza a presenca dos ions
s6dio. Esse cation metalico, quando em meio aquoso, produz hidroxido de sodio

que, por sua vez, se dissocia tornando o meio alcalino.

4.1.3. Difratometria de Raios X (XRD)

Com o objetivo de avaliar a cristalinidade do material sintetizado, as
amostras de silica foram analisadas por difratometria de raios X. Como esperado,
as amostras sdo nado-cristalinas, apresentando o halo de difracdo tipico desta
substancia (Figura 2).

De acordo com a literatura', séis, géis, pés e vidros porosos com particulas
menores que 1 um e com area superficial superior a 3 m? g™ sdo nao-cristalinos.
Uma vez que as amostras abordadas por este projeto foram sintetizadas via

método sol-gel, o evento observado experimentalmente condiz com a literatura.
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Figura 2. Difratogramas das suspensoes coloidais de silica a 1% e 3% m/v apos secagem em
spray- dryer nas temperaturas de 150, 180 e 200 °C.

4.1.4. Espectroscopia Vibracional na Regiao do Infravermelho (FT-IR)
As amostras em fase soélida foram analisadas por espectroscopia no
infravermelho e os espectros estdo dispostos na Figura 3, enquanto que as

atribuicdes das bandas estédo indicadas na Tabela 9.

Si0,3200

§i0,3180

S$i0,3150

Transmitéancia / un. arb.

Si0,1180

2850 Si021 150

3400 1640 1420

1090 470
T T v T T T e T y T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Ntmero de onda / cm”

Figura 3. Espectros vibracionais na regiao do infravermelho das suspensdes coloidais de
silica a 1% e 3% m/v apds secagem em spray-dryer nas temperaturas de 150, 180 e 200 °C.
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Tabela 9. Atribuicoes das bandas dos espectros vibracionais na regiao do infravermelho.

Numero de onda / cm™ Atribuicao
3400 vs (O-H) >
2960 e 2850 vs (C-H), carbono alifatico *
1640 8 (H-O-H) *
1420 vs (COp)
1090 Vass (Si-O-Si) ', v¢ (Si-0) @
780 vs (Si-O-Si) ©'
470 5 (Si-0-Si) ™

Pelos espectros no infravermelho é possivel caracterizar a formacgao da silica
através da reacao de hidrdlise do silicato de sddio. Os estiramentos simétricos e
assimétricos das ligagdes Si-O-Si podem ser claramente visualizadas, bem como
a banda caracteristica de sua deformacao, conforme disposto na Tabela 9. Na
regido de 2960 e 2850 cm' observam-se bandas fracas, caracteristicas de
estiramento C-H, proveniente do acido citrico. Em 1420 cm™” pode-se observar
uma banda levemente desdobrada, caracteristica de estiramento simétrico de
COO' de acidos carboxilicos.

4.1.5. Espalhamento de Luz Dinamico (DLS) — Raio hidrodinamico das
particulas

A técnica de espalhamento de luz dindmico determina o raio hidrodinamico
das particulas suspensas em um meio liquido relacionando-o ao movimento
Browniano das mesmas. Aplicando a equacao de Einsten-Stokes, obtém-se uma
boa estimativa do raio/diametro das particulas através dessa técnica.

Assim sendo, estimou-se o tamanho das nanoparticulas de silica sintetizadas
através da técnica de espalhamento de luz dindmico. Tanto a suspensao coloidal,
quanto as amostras processadas em spray-dryer, redispersas em agua a uma
concentragdo de 0,1 % m/v, foram analisadas e os resultados obtidos estédo
dispostos nas Figura 4 e Figura 5, respectivamente.

Com relacdo a suspensao coloidal, estudou-se a estabilidade das
nanoparticulas em funcdo do tempo. Armazenou-se uma aliquota da suspenséo,
apdés reagado em refluxo, em condigbes ambiente e seguiu-se com sua analise més
a més, até completar 90 dias. Como se pode observar pelos gréaficos da Figura 4,

ndo houve alteracao significativa no seu raio hidrodinamico, o que permite concluir
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que o diametro das particulas ndo foi alterado significativamente, portanto trata-se
de uma suspensao coloidal estavel.

20
—— 0 dias = 0diag
16 - ; 18
30 dias —— 30 dias
) — 80 dfas 16 4 \ —— 60 dias
—— 90 dias \ ——90 dias
2 124 14
< =2 ]
2 104 =,
@ [
k] E 104
2 8- 2
5]
2 > 84
£ gzl
6+
4 al
2 2]
(a1) o : (a2 ° ; .
100 1000 10 100 1000
Diametro / nm Diametro / nm
8 —— 0 dias 18 4 — O dias
g ~—— 30 dias o —— 30 dias
—— 60 dias —— 60 dias
——90 dias 14 4 ——90 dias
E e
E c:? 12 4
g “E’ 10
2 44 3
g > 2
=
6
24 4 4
24
(b.1)0 ; ; S (b.2) © -
1 10 100 1000 1000¢ 1 100 1000

Diametro / nm

T
10
Diametro / nm

Figura 4. Distribuicao do raio hidrodinamico das particulas presentes na suspensao coloidal

de silica: (a) 1 % m/v e (b) 3 % m/v, sendo que a condicao (a.1) e (b.1) referem-se as analises
por intensidade e (a.2) e (b.2), volume.

Tabela 10. Raio hidrodinamico das nanoparticulas de silica presentes na suspensao coloidal
— diametro médio e moda das distribuicoes apresentadas na Figura 4.

Suspensao de Moda /nm
; Tempo de x -
nanopa['t_lculas armazenagem Diametro medio / nm Intensidade* Volume
de silica
0 dias 15,0 13,2 8,1
30 dias 14,3 12,8 | 362,9 8,2
1%m/v 60 dias 11.8 11,7 8,0
90 dias 12,0 12,3 7,5
0 dias 24.4 21,0 212,8 11,1
30 dias 24,2 19,0 142,9 10,0
3 % miv 60 dias 24,6 181 | 1773 10,8
90 dias 27,0 19,3 152,8 10,0

*As amostras que apresentam dois valores possuem distribuicdo bimodal, portanto foi indicada a
moda das duas familias.
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Tanto na Figura 4 quanto na Tabela 10 apresenta-se uma estimativa do
diametro das particulas em funcéo de intensidade e de um segundo parametro, o
volume. O equipamento utilizado possibilita uma avaliagdo mais detalhada da
amostra, oferecendo algoritmos capazes “excluir” a populacdo de particulas
menos significativas, gerando essa analise por volume. Portanto, o resultado desta
analise expressa a populacdo de particulas mais significativa na suspensao
analisada o que, neste caso, € composta pelas particulas de menor raio
hidrodinamico.

Tabela 11. Raio hidrodinamico das amostras processadas em spray-dryer e redispersas em
agua a 0,1 % m/v — diametro médio e moda das distribuic6es apresentadas na Figura 5.

Suspensao de Temperatura de Moda / nm
nang::lfltilgzlas tratam;rr;,t; ;1?cspray- Diametro médio / nm Intensidade* Volume
150 16,6 15,4 234,0 8,2
1% m/v 180 22,1 10,9 91,1 7,3
200 25,3 10,8 85,3 8,1
150 35,4 15,8 86,4 9,4
3 % m/v 180 54,8 20,4 144,8 8,2
200 29,6 14,6 67,9 9,4

*As amostras que apresentam dois valores possuem distribuicdo bimodal, portanto foi indicada a
moda das duas familias.

Apenas a suspensao coloidal de silica a 3 % m/v apresenta distribuicao
bimodal, a suspensédo a 1 % m/v apresenta uma Unica familia de particulas em
ambas condi¢gdes (analise por intensidade e por volume) - Figura 4. Em
contrapartida, quando a suspensao coloidal € submetida ao processo de secagem
por spray-dryer e prepara-se uma suspensao com essas particulas secas,
observa-se distribuicdo bimodal para todas as amostras quando analisadas por
intensidade (Figura 5 a.1 e b.1). Todavia, ainda assim, a populacdo com menor
raio hidrodindmico prevalece, conforme pode-se observar pelos resultados das
andlises por volume (Figura 5 a.2 e b.2). Portanto, a secagem da solugéo induz
processos de aglomeracgdo, todavia a maioria das particulas sao passiveis de

serem redispersas, retomando o raio hidrodindmico original.
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Figura 5. Distribuicdo do raio hidrodinamico das particulas de silica: (a) 1 % m/v e (b) 3 %
m/v processadas em spray-dryer e redispersas em agua, sendo que a condicao (a.1) e (b.1)
referem-se as analises por intensidade e (a.2) e (b.2), volume.

E valido ressaltar que o diametro médio das particulas, apds processamento
em spray dryer, segue uma tendéncia de aumentar conforme aumenta-se a
temperatura do tratamento térmico. Essa tendéncia é observada para todas as
amostras, com excec¢ao a ultima — SiO»3200. Portanto, ndo é possivel afirmar que
o aumento de temperatura, durante a secagem das amostras, induz a formacao de
particulas com maior raio hidrodinamico.

Outra observacao pertinente é com relacdo as concentragdes das amostras
de silica versus a intensidade das populacées de particulas. Nota-se que nas
suspensoes preparadas com as amostras SiO»1150, SiO»1180 e SiO»1200 a
populacdo de particulas com menor raio hidrodindmico € mais intensa do que
aquelas com maior raio hidrodinamico, sendo esta observacao mais evidente para

a amostra SiO21150. O oposto ocorre com as suspensdes das amostras
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Si023150, SiO2.3180 e Si023200, onde a intensidade de espalhamento das
populacdes de particula com maior raio hidrodindmico supera aquelas com valor
inferior. Todavia, quando se avalia as amostras em fungédo do volume, observa-se
que as nanoparticulas ainda sdo predominantes na suspensao, o que indica uma

boa redispersao das amostras.

4.1.6. Espalhamento de Luz Dindmico — Potencial Zeta

O potencial zeta de uma suspensao é dado em funcdo do potencial elétrico
presente na superficie das particulas, sendo este induzido pela presenca de ions e
contra-ions que se alocam ao redor das particulas presentes na suspensado. Uma
vez que a carga liquida presente na superficie de uma particula orienta, por
inducdo, os demais ions presentes no meio, forma-se uma dupla camada elétrica
ao redor de cada particula, sendo que esta pode ser dividida em duas partes: uma
regido mais interna, denominada camada de Stern, onde os ions interagem
fortemente com a superficie da particula; e uma regidao mais externa, denominada
camada difusa, onde os ions interagem de uma forma menos intensa. Ha um
limite, dentro da camada difusa, onde a interacdo entre os contra-ions e a
superficie da particula é forte o suficiente a ponto de formar um anico sistema —
qualquer ion além desse limite ndo é carregado junto a particula quando a mesma
se move. Esse limite é conhecido como superficie de cisalhamento hidrodinamico
e o potencial que existe nesta regido € denominado potencial zeta.

A Figura 6 apresenta os graficos de potencial zeta tanto para as suspensées
coloidais de silica, na concentracédo de 3 % m/v (uma vez que a 1 % m/v néo
atinge a sensibilidade para analise no equipamento em questdo), quanto para as
suspensoes preparadas a partir das amostras secas por spray-dryer. A moda das
distribuicbes apresentadas na Figura 6 encontra-se disposta na Tabela 12,

permitindo uma melhor analise de tais valores.
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Tabela 12. Moda das distribuicoes de potencial zeta apresentadas na Figura 6.

Amostras Potencial Zeta / mV Amostras Potencial Zeta / mV
Suspensao 1 % m/v - Suspensao 3 % m/v -28,3
Si0,1150 -33,4 Si0,3150 -30,9
Si0,1180 -35,1 Si0,3180 -30,9
Si0,1200 -37,2 Si0,3200 -34,3
——Si0,1150 (-33 mV) -33,5mVv

--- SIOz‘I‘IﬂO (-35 mV)
----- Si0,1200 (-37 mV)
S$i0,3150 (-30 mV)
Si0,3180 (-32 mV)
Si0,3200 (-34 mV/)

Intensidade / un. arb.
Intensidade / un. arb.

L T T T T T £ T (b) T '-I.‘-“.A.‘I. ,' - T T o T '
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Potencial zeta / mV Potencial zeta / mV

Figura 6. Graficos de distribuicao do potencial zeta referentes as suspensoes de (a) silica

3 % m/v e (b) silica a partir das amostras secas em spray-dryer.

(a)

T T T
70 -60 -50

Nota-se que as nanoparticulas de silica apresentam um potencial zeta
negativo, sendo este pouco alterado apés a secagem das amostras por spray-
dryer e resuspensdao das mesmas em agua. Outro ponto a destacar é a
A

suspensdes coloidais de silica estaveis, sem prévia funcionalizagdo, cujo potencial

estabilidade da suspensao coloidal. literatura® apresenta estudos de
zeta, em pH 10, é de -40 mV. As suspensdes aqui preparadas apresentam
potencial zeta préximo a -35 mV, bastante préximo ao ja reportado, e se mostram

estaveis por longos periodos.

4.1.7. Microscopia Eletrénica de Varredura (FEG-SEM)

Realizou-se analise de microscopia eletrbnica de varredura com o intuito de
avaliar a morfologia das particulas sintetizadas. Na Figura 7 sdo mostradas as
imagens referentes as suspensdes coloidais de silica, nas concentragdes de 1 % e
3 % m/v. Ja na Figura 8 encontram-se as microscopias referentes as amostras de

silica processadas em spray-dryer nas temperaturas de 150, 180 e 200 °C.
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As nanoparticulas de silica, presentes na suspensdo coloidal, mostram
morfologia esferoidal, com didmetro préximo ao previsto pelo espalhamento de luz
dinamico (DLS). Depois de secas em spray-dryer, percebe-se que as particulas se

aglomeram.

— 100nm IQ-UNESP 2/16/2012
X 100,000 8.0kvV SEI SEM WD 7.6mm 10:40:3

Figura 7. Microscopia eletronica de varredura das suspensodes coloidais de silica: (a) 1 %
m/v e (b) 3 % m/v.

WD= 38mm Mag = 100,00 K X Time :11:38:58

EHT = 5.00 kv Signal A= InLens Date 31 Aug 2011 ﬁ

Portanto, conclui-se que foi possivel sintetizar as nanoparticulas de silica via
meétodo sol-gel. A suspenséao final mostrou-se estavel. As nanoparticulas de silica
preparadas através do método aqui descrito apresentam um diametro médio de 10
nm, morfologia esferoidal, sdo ndo-cristalinas e, apds processo de secagem — em
diversas temperaturas — sofrem processos de aglomeracdo, o que provoca um

aumento no didmetro médio das particulas.
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Figura 8. Microscopia eletronica de varredura das suspensdoes em agua das amostras (a)
Si0,1150, (b) Si0,1150, (c) Si0,1200, (d) Si0,3150, (e) Si0,1180 e (f) Si0,1200.
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4.2. OBTENCAO DE NANOPARTICULAS DE SILICA CONTENDO IONS
COBRE(ll)

Como segunda parte do projeto, estudou-se a adsorcao de ions cobre(ll) na
superficie das nanoparticulas de silica previamente sintetizadas. E sabido que
compostos de cobre apresentam atividade fungicida/bactericida, portanto buscou-
se desenvolver uma matriz de silica para adsorver tais ions e averiguar a atividade
bioldégica deste sistema final (nanoparticulas de silica contendo ions cobre(ll)
adsorvidos).

Segundo a literatura’, ions cobre(ll) sdo adsorvidos & superficie de particulas
de silica a partir de pH 4,0, sendo maxima a adsor¢dao em pH acima de 8,0.
Todavia, ions cobre(ll) precipitam na forma de hidroxido a partir de pH 9,0. Assim
sendo, a adsorcao desses ions na superficie das particulas de silica nao pode ser
conduzida em pH 9,0 ou acima, pois nesse caso 0s ions precipitardo aos invés de
se adsorverem a superficie das particulas.

A suspensao coloidal de silica preparada na primeira parte do projeto
apresenta comportamento de sistema sol-gel, portanto as particulas de silica se
“polimerizam” a partir de um determinado valor de pH, intensificando-se conforme
aproxima-se de pH 7,0, o que causa a gelificacdo do sistema. Deste modo,
buscou-se encontrar um ponto 6timo para a adsorcdo dos ions cobre(ll) nas
nanoparticulas de silica, uma condicdo em que ocorra a adsor¢cao dos ions
cobre(ll) sem que haja a precipitacdo dos mesmos na forma de hidréxido e em um
valor de pH em que as reacbes de condensacdes — que reticulam as cadeias de

acido polissilicico — sejam lentas.

4.2.1. Estudos de gelificacao em funcao do pH
De modo a se determinar a condigdo 6tima para adsor¢ao dos ions cobre(ll)
na superficie das nanoparticulas de silica, avaliou-se o tempo de gelificacdo da
suspensao de silica coloidal em diversos valores de pH. Os resultados encontram-
se na Tabela 13. Como a suspensao coloidal se encontrava inicialmente em pH
10,6, ajustou-se o pH com acido citrico 1 mol L™ até os valores indicados na
Tabela 13.
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Este estudo foi conduzido apenas com a suspensao coloidal a 1% m/v, pois,
num teste prévio, notou-se que a suspensado a 3% m/v gelifica imediatamente
apos a adigao do cloreto de cobre(ll), quando em pH 8,0. Esse processo intenso
de polimerizagcdo comprometeria o processamento das amostras em spray-dryer,
podendo entupir o bico do equipamento. Assim, focou-se na suspensao coloidal a
1% m/v para adsorver os ions cobre(ll).

Como esperado, observa-se que proximo a pH 7,0, o processo de gelificacao
ocorre mais rapidamente, portanto ter-se-a que manter a solugdo num pH &cido ou
basico, para minimizar as reacées de condensacgao entre as particulas de silica.
Com base nos dados ja apresentados, optou-se por ajustar o pH da suspenséao de
nanoparticulas de silica em 8,0 para, entdo, adicionar o sal de cobre e seguir com
as caracterizacdes. A partir desse ponto, seguiu-se com o procedimento conforme

descrito no item 3.2.2.

Tabela 13. Estudo de gelificacdo do sol de silica obtido via refluxo.

Valores de pH tedricos Valores de pH ajustados Tempo de gelificacao
45 4,52 Nao gelificouem 5 h
5,0 5,07 Nao gelificouem 6 h
55 5,54 6 h
6,0 5,90 4h
6,5 6,35 2h
7,0 6,79 2h
75 7,57 7h
8,0 7,85 Nao gelificouem 6 h

4.2.2. Adsorcéo dos ions metalicos na superficie da silica

O intuito do presente trabalho € desenvolver um composto
fungicida/bactericida a base de cobre, que apresente atividade biolégica e seja
economicamente viavel para producdo em escala industrial; além de ser produzido
a partir de um processo sustentavel, que ndao demande uso de solventes
organicos e/ou outras substdncias que apresentem periculosidade ao
manipulador. Portanto, optou-se por tentar adsorver os ions cobre(ll) na superficie
das nanoparticulas de silica tal qual, sem prévia funcionalizagcdo dos grupos

silandis, por exemplo.
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A adicao dos ions cobre(ll) ao sistema foi realizada a partir da dissociacédo de
um sal de cobre soluvel em meio aquoso. Trabalhou-se com o cloreto de cobre(ll)
nas concentraces de 1, 5 e 10 mol% em relacdo a silica (SiO), todavia essa
ultima concentragéo (10 mol%) inviabilizou o processamento no spray-dryer, uma
vez que essa quantidade superior de ions cobre em solugao acelerou o processo
de gelificacao.

Portanto, preparou-se as nanoparticulas de silica conforme exposto
anteriormente; entdo ajustou-se o pH da suspenséo final para 8,0, com auxilio de
uma solugdo de 4acido citrico 1,0 mol L™ e, por fim, adicionou-se a massa
correspondente de cloreto de cobre(ll), de modo a se obter as amostras indicadas
na Tabela 4. A suspensao coloidal de silica, ap6s a adicdo do sal de cobre(ll),
gelifica em pouco mais de 1 h; assim sendo, ha tempo suficiente para processar
essas amostras em spray-dryer, todavia ndo é possivel armazena-las na forma

liquida, devido sua baixa estabilidade.

4.2.3. Fluorescéncia de Raios X (XRF)

As amostras contendo os ions cobre(ll) foram preparadas de modo a se
obter as concentragdes de 1 e 5 mol% de ions cobre(ll) em relacdo a quantidade
(em mols) de silica em suspensdo, sendo que estes foram estimados pela
concentragao da suspenséo coloidal — 1% m/v de SiOx.

A Tabela 14 apresenta os valores de cobre(ll) — estimado e experimental —
para cada amostra e pode-se observar que nao houve perda significativa do metal
durante o processo de secagem em spray-dryer nas diversas temperaturas. Os
desvios observados entre os valores podem ser atribuido a pureza do material
e/ou erros experimentais durante a preparacédo das amostras.

Sendo a fluorescéncia de raios X uma técnica quantitativa, utilizou-se a
concentragcdo de cobre(ll) indicada por essa andlise para preparar-se as
suspensdes utilizadas nos ensaios de atividade bioldgica (item 3.5).
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Tabela 14. Quantificacao de ions cobre(ll) nas amostras de nanoparticulas de silica, processadas em
spray-dryer nas temperaturas de 150, 180 e 200 °C.

Cu(ll) % m/ m — Valor calculado

Cu(ll) % m/ m — Valor experimental

Si0,1Cu1150 1,06 0,99
Si0,1Cu1180 1,06 1,02
Si0,1Cu1200 1,06 1,05
Si0,1Cu5150 5,28 3,99
Si0,1Cu5180 5,28 4,27
Si0,1Cu5200 5,28 4,31
4.2.4. Espectrometria de Dispersao de Energia de Raios X (SEM-EDS)

Com o objetivo de verificar a distribuicao dos ions cobre(ll) sobre a superficie

das nanoparticulas de silica, realizou-se analises de EDS em todas as amostras

contendo cobre(ll). Os valores obtidos para cada amostra, em porcentagem de

massa, estao dispostos na Tabela 15.

Tabela 15. Porcentagem, em massa, dos elementos quimicos caracterizados por EDS,
desconsiderando contaminantes e subprodutos.
% m/m
Si021Cu1150 | SiO,1Cu1180 | Si0»,1Cu1200 | Si0,1Cu5150 | SiO»,1Cu5180 | Si0,1Cu5200

@) 47,52 48,90 50,49 45,73 51,81 49,05

Na 17,21 15,46 14,31 14,59 12,63 12,87

Si 32,77 33,17 32,98 29,15 26,44 27,76

Cl 1,46 1,51 1,21 6,08 4,96 5,44

Cu 1,04 0,96 1,01 4,46 4,16 4,88
TOTAL 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

Os teores de cobre(ll) caracterizados por essa técnica foram muito proximos

aqueles quantificados pela fluorescéncia de raios X. Pela analise de SEM-EDS

também pode-se averiguar a homogeneidade dos ions metalicos sobre a

superficie das nanoparticulas de silica e concluiu-se que os ions cobre(ll)

encontram-se uniformemente distribuido pela a amostra.

4.2.5. Espectroscopia Vibracional na Regiao do Infravermelho (FT-IR)

A Figura 9 apresenta o espectro na regido no infravermelho das amostras de

silica contendo ions cobre(ll). Comparando-a com a Figura 3, nota-se que as

bandas na regido de 1400 e 1090 cm’' se desdobraram. Pode-se observar

também bandas na regido de 975 e 605 cm™'. A Tabela 16 mostra as atribuicdes

das bandas presentes no espectro da Figura 9.
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Figura 9. Espectros vibracionais na regiao do infravermelho das amostras de nanoparticulas
de silica contendo ions cobre(ll) a 1 e 5 mol%, apds secagem em spray-dryer nas
temperaturas de 150, 180 e 200 °C.

Tabela 16. Atribuicoes das bandas dos espectros vibracionais na regiao de infravermelho.

Numero de onda / cm™ Atribuicao
3400 vs (O-H) >
2960 Vass (H-C-H), carbono alifatico *°
2850 vs (C-H), carbono alifatico *
1640 5 (H-O-H) *°
1400 vs (CO,) %
1090 Vass (Si-O-Si) ©
975 v (Si-0) %
790 vs (Si-O-Si) ©
605 vs anéis polissiloxanos ®
470 5 (Si-0-Si) "®

Os desdobramentos observados nas bandas em 1400 e 1090 cm™ podem
ser atribuidos ao fato de que, na presenca de ions cobre(ll) na superficie das
nanoparticulas, menos grupos silandis encontram-se disponiveis para interagir via
ligagéo de hidrogénio — interagéo intermolecular responsavel pelo alargamento de
bandas nos espectros vibracionais na regido de infravermelho. A banda em
1090 cm™ é atribuida a estiramentos assimétricos Si-O-Si, enquanto que a banda
em 1400 cm™' é caracteristica de estiramento simétrico de carboxilas (COO).

Ja a banda observada em 605 cm’ é atribuida a estiramento de anéis
polissiloxanos. Através de uma analise cautelosa da Figura 3 nota-se que essa

banda também estava presente em tais espectros, porém com menor intensidade.
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Portanto, conclui-se que, assim como para as bandas em 1400 e 1090 cm™, a
insercao de ions cobre(ll) no sistema minimizou as interagbes por ligagdo de
hidrogénio, possibilitando uma melhor caracterizagcdo dessa banda.

A literatura®® apresenta que estiramentos de ligacdes Si-O° podem se
apresentar em quatro regides distintas, em funcdo da quantidade de oxigénios
terminais:

e Quatro oxigénios terminais (SiO4*): ~850 cm

o Trés oxigénios terminais (SizO;%): ~900 cm’

« Dois oxigénios terminais (SisOg): 950 — 1000 cm’”
e Um oxigénio terminal (Si-O’): 1050 — 1100 cm’

Comparando-se o espectro da Figura 3 (silica sem ion metalico) com o da
Figura 9 (silica contendo ion metélico), nota-se que a adicdo dos ions cobre(ll) ao
sistema permitiu uma melhor resolugdo de muitas bandas, incluindo bandas nas
regides de oxigénios terminais. Com base nessas observacdes, pode-se inferir
que, de fato, a presenca do ion cobre(ll) no sistema reduz as interagdes do tipo
ligagbes de hidrogénio, resolvendo as bandas caracteristicas de estiramento
simétrico Si-O. Uma vez que existem oxigénios terminais “livres” e adicionou-se
um cation de carga 2+ a suspensdo, espera-se que esse ion interaja com a
superficie da silica (através dos oxigénios terminais desprotonados), adsorvendo-

se a ela.

4.2.6. Espalhamento de Luz Dinamico — Potencial Zeta
As amostras contendo ions cobre(ll) ndo puderam ter seu didmetro estimado
pela técnica de espalhamento de luz dindmico (DLS). Devido a presenga do ion
cobre(ll), a amostra adquire uma coloracdo azul/esverdeada, bem como a
suspensao gerada pela dispersdao destes sélidos em agua; uma vez que o
equipamento utiliza um laser vermelho (630 nm) para realizar as medidas, ocorre
a absorcao da radiagdo, comprometendo os resultados das analises. Todavia, as

analises de potencial zeta ndo foram prejudicadas.
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A Figura 10 apresenta as curvas de distribuicdo do potencial zeta das

amostras de silica contendo ions cobre(ll) apdés secagem em spray-dryer, nas

temperaturas de 150, 180 e 200 °C; enquanto que a Tabela 17 dispde os valores

médios de cada uma das curvas.

Tabela 17. Valor médio do potencial zeta das suspensdes preparadas com as amostras de
silica contendo ions cobre(ll).

Potencial Zeta / mV

Potencial Zeta / mV

SiO,1Cu1150 -41,5 Si0,1Cu5150 -36,3
Si0,1Cu1180 -45,2 Si0,1Cu5180 -33,5
Si0,1Cu1200 -42,4 Si0,1Cu5200 -32,1

Observa-se que a adicao dos cations metalicos ao sistema desloca o valor

do potencial zeta para valores mais negativos quando comparado ao potencial

zeta das amostras de nanopatrticulas de silica sem ions cobre(ll).

— Si0,1Cu1150

----- si0,1Cu1200 /' |
--=--8i0,1Cu5150 ! ]
------§i0,1Cu5180 | |
------ Si0,1Cu5200

Intensidade / un. arb.

o

---si0,1Cu1180 /"

-
-50

L T
40

7
-30

Potencial zeta / mV

Figura 10. Distribuicao de potencial zeta referentes as suspensodes preparadas com as

amostras de silica contendo ions cobre(ll).

4.2.7. Difratometria de Raios X (XRD)
Os difratogramas apresentados na Figura 2 mostraram que a matriz de silica

€ nao-cristalina. Na Figura 11 estao dispostos os difratogramas das amostras

contendo ions cobre(ll) nas concentracdes de 1 e 5 mol% em comparagdo aos
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difratogramas padroes de citrato de sbédio e cloreto de sddio. Por anadlise
comparativa, conclui-se que o composto formado na matriz de silica é uma

mistura dessas substancias.

! W#J WMW $i0,1Cu1150
g W‘“‘WWW g
] ] @ ‘
- [} . - -
g ' ‘ m $i0,1Cu1180 é _ A ] $i0,1Cu5150
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2 40

T
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Figura 11. Amostras de silica contendo ions cobre(ll): (a) 1 mol% e (b) 5 mol% secas por
spray-dryer em diferentes temperaturas. JCPDS citrato de sodio: 16-1170 e JCPDS cloreto
de sodio: 5-628.

10 0

O aparecimento dos picos referentes ao cloreto de sdédio somente nos
difratogramas das amostras contendo os ions cobre(ll) pode ser justificado pelo
fato de que, antes da adicdo do sal de cobre (cloreto de cobre(ll)), ndo haviam
anions cloreto disponiveis no meio, portanto ndo havia a possibilidade de se
formar cloreto de sodio. Todavia, seguindo esse raciocinio, os picos referentes ao
citrato de sédio deveriam ter aparecido nos difratogramas das amostras de silica
sem ions cobre(ll), uma vez que naquelas amostras ja era possivel se formar esse
sal a partir da reacdo do acido citrico com o cation sddio, advindo do silicato de
sodio. Porém, isso n&o foi observado.

Uma hipdtese para explicar esse evento se baseia na concentragdo de acido
citrico adicionado as amostras. No caso das nanoparticulas de silica sem ions
cobre(ll), o volume de &cido adicionado ao sistema € baixo. J& nas amostras de
nanoparticulas de silica contendo ions cobre(ll) a concentracao de acido citrico é
superior, visto que se faz necessario ajustar o pH da suspensao de silica coloidal

antes da adicdo do sal de cobre. Sabendo-se que a técnica de difratometria de
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raios X apresenta certo limite de deteccao e que, abaixo de tal concentragdo o
equipamento ndo é capaz de detectar o composto, acreditou-se que essa era a
razdo pela qual os picos referentes ao citrato de sodio ndo se fazem presentes
nos difratogramas da Figura 2.

Na tentativa de se confirmar esta hipbtese, processou-se no spray-dryer uma
amostra da suspensao coloidal de silica com pH ajustado em 8,0, utilizando-se a
mesma solugdo de &cido citrico 1,0 mol L. O difratograma obtido encontra-se

exposto na Figura 12.

Si0,1150

Intensidade / un. arb.

{ 1S10,1150 - pH 8,0

10 20 30 40 50 60 70
20/ graus

Figura 12. Difratograma comparativo entre as suspensdes de nanoparticulas de silica
processadas em spray-dryer com diferentes valores de pH.

Ao contrario do suposto, a concentracdo superior de &acido citrico na
suspensao de nanoparticulas de silica ndo induz a aparicdo dos picos referentes
ao citrato de sédio no difratograma. Portanto, de alguma forma, tais picos também
estao relacionados a adi¢do de cobre no meio.

Neste contexto, pode-se supor que quando os ions cobre(ll) ndo estdo
presentes no sistema, os ions citrato se coordenam a superficie das
nanoparticulas de silica, juntamente com os ions sodio. Contudo, apés adicdo dos
ions cobre(ll) a suspensao coloidal, ocorre um rearranjo na composicao da

superficie das particulas de silica, sendo que os cations Cu?* interagem
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preferencialmente a superficie das nanoparticulas e, portanto, observa-se a
formacgéo de citrato de sodio e cloreto de sédio junto as nanoparticulas de silica,

apos processo de secagem em spray-dryer.

4.2.8. Microscopia Eletrénica de Varredura (FEG-SEM)

A andlise das imagens obtidas através de FEG-SEM indica que a insercéao
dos ions cobre(ll) no sistema favorece a formacdo de particulas esferoidais,
mesmo apds 0 processo de secagem por spray-dryer. Analisando a Figura 13
observa-se, em geral, um crescimento consideravel no tamanho das particulas,
mas ainda assim se encontram presentes particulas na escala nanométrica
(amostras SiO21Cu1200 e SiO,1Cu5180). Portanto, pode-se concluir que a
secagem em spray-dryer — para as amostras contendo ions cobre(ll) — induz
processos de aglomeracao e coalescéncia, todavia algumas nanoparticulas séo

passiveis de serem redispersas em agua, retomando a escala original.

4.3.ENSAIOS DE ATIVIDADE BIOLOGICA

4.3.1. Bactérias

O ensaio foi conduzido com as bactérias Xanthomas axonopodis e Ralstonia
solanacearum, sendo que estes dois patdégenos foram selecionados devido a
importancia das doengas causadas por eles no campo.

Assim, avaliou-se a atividade bactericida do sistema nanoparticulas de silica
contendo ions cobre(ll) contra esse patdégeno, em comparagdo a um produto
comercial padrdo. Nas Figura 15 eFigura 15 encontram-se expostas as imagens
do ensaio de atividade biolégica, enquanto que na Tabela 18 esta apresentada a
analise estatistica do halo de inibicdo, causado pela presenca da determinada
concentragéo de ions cobre(ll).
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Figura 13. Microscopia eletronica de varredura de suspensoes em agua das amostras (a) SiO21Cu1150,
(b) SiO21Cu1180, (c) Si0>1Cu1200, (d) Si0-1Cu5150, (e) SiO.1Cu5180 e (f) SiO21Cu5200. Os detalhes
nas imagens (c) e (e) apresentam particulas contidas nessas amostras em escala micrométrica.
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Figura 14. Ensaio de eficacia do composto nanoparticulas de silica contendo ions cobre(ll) contra
Ralstonia solanacearum nas concentracées de: (a) 0 ppm de ions Cu(ll) (testemunha), (b) 1 ppm de
ions Cu(ll), (c) 5 ppm de ions Cu(ll), (d) 10 ppm de ions Cu(ll). Os detalhes em casa imagem
apresentam um zoom do halo de inibicao formado.

54



Figura 15. Ensaio de eficacia do composto nanoparticulas de silica contendo ions cobre(ll) contra
Ralstonia solanacearum nas concentracées de: (a) 25 ppm de ions Cu(ll), (b) 50 ppm de ions Cu(ll), (c)
100 ppm de ions Cu(ll) e (d) padrao comercial — 1050 ppm de ions cobre(ll). Os detalhes em casa
imagem apresentam um zoom do halo de inibigao formado.

Pode-se inferir que um determinado composto apresenta acdo bactericida
quando um halo de inibicdo é observado em torno do papel filtro (quando
empregado o método de difusdo em disco) e, quanto maior esse halo de inibicao,
mais eficaz é o controle bacteriolégico. Assim, os fatores que podem influenciar
nessa avaliacdo sdo o patdbgeno em si, 0 composto a ser avaliado e a sua

concentracdo. Por tal razdo, escolhe-se um “patdégeno chave” (que apresente uma
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certa relevancia, seja comercial ou epidemiolégica) e avalia-se diversas

concentragdes do composto, construindo-se uma curva dose-resposta.

Tabela 18. Andlise estatistica dos halos de inibicao em funcao da concentracao de ions cobre(ll) para a
bactéria Ralstonia solanacearum.

Amostra Concentracao de ions Dié_n_ie_trg do halo de
Cu(ll) / ppm inibicao / cm ()

Testemunha 0 0a
S0,1Cu5150 1 0,70b
S0,1Cu5150 5 0,92 bc
S0,1Cu5150 10 0,93 bc
S0,1Cu5150 25 0,92 bc
S0,1Cu5150 50 1,13 ¢
S0,1Cu5150 100 1,03 ¢

Padrao comercial 1050 0,83b

Assim, com base nos resultados apresentados, pode-se concluir que o
sistema “nanoparticulas de silica contendo ions cobre(ll)” apresenta acao
bactericida contra a Ralstonia solanacearum, sendo a concentragcao de 50 ppm de
ions cobre(ll) a mais eficiente, uma vez que o halo de inibicdo provocado por essa
concentragdo mostrou-se estatisticamente diferente dos demais.

Com relagdo ao padrdo comercial, um produto a base de hidréxido de
cobre(ll), o composto nanoparticulas de silica contendo ions cobre(ll) apresentou
acao semelhante a este com uma dose de 25 ppm de ions cobre(ll), enquanto que
no ensaio com o padrdo comercial utilizou-se 1050 ppm de ions cobre(ll).
Portanto, conclui-se que o sistema desenvolvido neste projeto apresenta melhor

eficacia do que os produtos regulares a base de hidréxido de cobre(ll).

Também avaliou-se a agédo bactericida do sistema nanoparticulas de silica
contendo ions cobre(ll) contra a Xanthomonas axonopodis e, assim como para a
Ralstonia solanacearum, construiu-se uma curva dose-resposta em funcdo da
concentracao de ions cobre(ll). Nas Figura 16 eFigura 17 encontram-se expostas
as imagens do ensaio de atividade biolégica, enquanto que na Tabela 19 esta

Valores de diametro de halo de inibicdo que apresentam as mesmas letras devem ser
considerados estatisticamente iguais
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apresentada a analise estatistica do halo de inibicdo, causado pela presenca da
determinada concentracao de ions cobre(ll).

Tabela 19. Andlise estatistica dos halos de inibicao em fun¢ao da concentragao de ions cobre(ll) para a
bactéria Xanthomonas axonopodis.

Amostra Concentracao de ions Dié_n_ie_trg do halo de
Cu(ll) / ppm inibicdo / cm (%)

Testemunha 0 O0a
S0,1Cu5150 1 0,63 b
S0,1Cu5150 5 0,78 bc
S0,1Cu5150 10 0,73 b
S0,1Cu5150 25 0,85¢c
S0,1Cu5150 50 0,68b
S0,1Cu5150 100 0,77 bc

Padrao comercial 1050 0,82¢c

A andlise estatistica, apresentada na Tabela 19, nos leva a concluir que o
sistema “nanoparticulas de silica contendo ions cobre(ll)” apresenta acao
bactericida na concentracdo de 25 ppm de ions cobre(ll). Todavia nota-se que em
concentragdes superiores — 50 e 100 ppm de ions cobre(ll) — o halo de inibicdo
néo difere-se estatisticamente dos demais.

Portanto, apesar do composto a base de cobre(ll) aqui testado apresentar
atividade biolégica contra Xanthomonas axonopodis, uma vez que se observou
uma certa inibicio em concentracbes superiores de ions cobre(ll), faz-se
necessario avaliar a sua acao em concentracbes ainda maiores, buscando por
resultados mais fidedignos.

Ja o padrao comercial (1050 ppm de ions cobre(ll)) apresentou atividade
biolégica semelhante ao sistema nanoparticulas de silica contendo ions cobre(ll)
na concentracédo de 100 ppm de ions cobre(ll), o que indica uma eficacia superior
aos produtos regulares a base de hidréxido de cobre(ll) disponiveis no mercado.

Valores de didmetro de halo de inibicdo que apresentam as mesmas letras devem ser
considerados estatisticamente iguais.
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Figura 16. Ensaio de eficacia do composto nanoparticulas de silica contendo ions cobre(ll) contra
Xanthomonas axonopodis nas concentragcoes de: (a) 0 ppm de ions Cu(ll) (testemunha), (b) 1 ppm de
ions Cu(ll), (c) 5 ppm de ions Cu(ll), (d) 10 ppm de ions Cu(ll). Os detalhes em casa imagem

apresentam um zoom do halo de inibicdo formado.
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Figura 17. Ensaio de eficacia do composto nanoparticulas de silica contendo ions cobre(ll) contra
Xanthomonas axonopodis nas concentragoes de: (a) 25 ppm de ions Cu(ll), (b) 50 ppm de ions Cu(ll),
(c) 100 ppm de ions Cu(ll) e (d) Padrao comercial — 1050 ppm de ions Cu(ll). Os detalhes em casa
imagem apresentam um zoom do halo de inibigao formado.

4.3.2. Fungos
O ensaio de atividade bioldgica para fungos foi conduzido com os patégenos
Alternaria solani e Colletotricum gloeosporioides, sendo que estes dois patégenos
foram selecionados devido a importancia de suas doengas no campo.
A atividade fungicida do sistema nanoparticulas de silica contendo ions
cobre(ll) foi avaliada através da construcdo de uma curva dose-resposta,
empregando-se o teste de difusdo em disco para fungos. Na Figura 18 encontram-
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se expostas as imagens do ensaio de atividade biologica, enquanto que na Tabela
20 esta apresentada a andlise estatistica do crescimento do fungo.

Tabela 20. Analise estatistica dos halos de inibicao em fungao da concentracao de ions cobre(ll) para o
fungo Alternaria solani.

Concentracao de ions Diametro da area ocupada

Amostra x

Cu(ll) / ppm pelo fungo / cm ()
Testemunha 0 9,50 a
S0,1Cu5150 25 9,12 a
S0,1Cu5150 50 7,78 b
S0,1Cu5150 100 6,18 ¢
Padrao comercial 490 490d

Como explicado no item 3.5.2.2, optou-se por construir a curva dose-
resposta para fungos apenas com as concentragdes de 25, 50 e 100 ppm, uma
vez que doses inferiores a estas ndao apresentaram acao contra bactérias. No caso
de fungos, pode-se inferir que um determinado composto apresenta acao
fungicida quando h& a inibicdo do crescimento do fungo e, quanto menor for o

espaco da placa de petri ocupado pelo fungo, mais eficaz é o controle.

* Valores de didmetro da area ocupada pelo fungo que apresentem as mesmas letras devem ser
considerados estatisticamente iguais.
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Figura 18. Ensaio de eficacia do composto nanoparticulas de silica contendo ions cobre(ll) contra
Alternaria solani. (a) 0 ppm de ions Cu(ll) (testemunha), (b) 25 ppm de ions Cu(ll), (c) 50 ppm de ions
Cu(ll), (d) 100 ppm de ions Cu(ll) e (e) Padrao comercial — 490 ppm de ions Cu(ll).
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Com base nos resultados apresentados, conclui-se que o sistema
“nanoparticulas de silica contendo ions cobre(ll)” apresenta agcao fungicida contra
a Alternaria solani a partir da concentracdo de 50 ppm de ions cobre(ll), porém
observa-se uma melhor resposta em funcao do aumento de concentragdo de ions
cobre(ll). Portanto, um aumento de dose provavelmente oferecera um melhor
controle do patégeno em questao.

O resultado obtido para o padrdao comercial corrobora com essa hipotese,
uma vez que a concentracdo de 490 ppm de ions cobre(ll) deste composto
proporcionou um melhor controle do que as doses testadas para o sistema
nanoparticulas de silica contendo ions cobre(ll).

Assim como para a Alternaria solani, avaliou-se a atividade fungicida do
sistema nanoparticulas de silica contendo ions cobre(ll) em Colletotricum
gloeosporioides construindo uma curva dose-resposta. Na Figura 19 encontram-se
expostas as imagens do ensaio de atividade bioldgica, enquanto que na Tabela 21
esta apresentada a andlise estatistica do crescimento do fungo.

Tabela 21. Analise estatistica dos halos de inibicao em fun¢ao da concentragao de ions cobre(ll) para o
fungo Colletotricum gloeosporioides.

Amostra Concentracao de ions Diametro da area ocupada
Cu(ll) / ppm pelo fungo / cm (°)
Testemunha 0 9,50 a
S0,1Cu5150 25 9,00 a
S0,1Cu5150 50 8,32 ab
S0,1Cu5150 100 7,50b
Padrao comercial 490 8,87 a

Valores de diametro de halo de inibicdo que apresentam as mesmas letras devem ser
considerados estatisticamente iguais.
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Figura 19. Ensaio de eficacia do composto nanoparticulas de silica contendo ions cobre(ll) contra
Colletotricum gloeosporioides. (a) 0 ppm de ions Cu(ll) (testemunha), (b) 25 ppm de ions Cu(ll), (c) 50
ppm de ions Cu(ll), (d) 100 ppm de ions Cu(ll) e (e) Padrao comercial — 490 ppm de ions Cu(ll).
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Com base nos resultados apresentados, conclui-se que o sistema
“nanoparticulas de silica contendo ions cobre(ll)” apresenta agéao fungicida contra
o Colletotricum gloeosporioides a partir da concentracdo de 100 ppm de ions
cobre(ll), porém observa-se uma melhora no controle proporcional ao aumento de
concentracdao de ions cobre(ll). Portanto, um aumento de dose provavelmente
serd mais eficaz no controle do patégeno.

Todavia, para este patégeno, o sistema nanoparticulas de silica contendo
ions cobre(ll) apresentou melhor eficacia do que o padrédo comercial, uma vez que
apresentou controle semelhante na concentracdo de 50 ppm de ions cobre(ll),
comparado aos 490 ppm de ions cobre(ll) utilizados no ensaio com o padrao

comercial.

5. CONCLUSAO

A sintese de nanoparticulas de silica, a partir de silicato de sédio, utilizando
um acido fraco para ajuste de pH de precipitacao, foi conduzida com sucesso e
obteve-se nanoparticula de silica esferoidais, com uma estreita distribuicdo de
tamanho. Trata-se de um material ndo-cristalino que pode ser utilizado como
matriz para adsorcao de outros compostos, como, por exemplo, ions metalicos. A
suspensao coloidal resultante é bastante estavel, podendo ser armazenada por
longos periodos. O método proposto neste trabalho apresenta a vantagem de
utilizar reagentes de baixo custo, baixa periculosidade, além de ser facilmente
transposto para escala industrial.

A adsorcao dos ions cobre(ll) foi conduzida com sucesso nas nanoparticulas
de silica — sem prévia funcionalizagdo — contidas na suspensao a 1% m/v, sendo
caracterizadas por técnicas de espalhamento de luz/potencial zeta (DLS),
difratometria de raios X (DRX) e espectroscopia vibracional na regidao do
infravermelho (FT-IR).

O sistema final — nanoparticulas de silica contendo ions cobre(ll) — teve sua
atividade bactericida/fungicida avaliada nos patdgenos Ralstonia solanacearum,
Xanthomonas axonopodis, Alternaria solani e Colletotricum gloeosporioides. Para
a bactéria Ralstonia solanacearum, observou-se acado bactericida mais eficiente a
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uma concentracao de 50 ppm de ions cobre(ll), o que implica numa concentracao
de 1,25 g L' da amostra SiO»1Cu5150. J& para a Xanthomonas axonopodis,
observou-se um certo controle na concentracdo de 50 ppm de ions cobre(ll) —
1,25 g L' da amostra SiO»1Cu5150, mas em doses superiores o controle foi
menos significativo. Portanto tais ensaios deveriam ser repetidos, buscando por
resultados mais fidedignos, antes que qualquer conclusao seja feita com relacao a
esse patdgeno.

Com relacdo aos fungos, observou-se acao fungicida para a Alternaria solani
a 50 ppm de ions cobre(ll), o que implica numa concentracdo de 1,25 g L da
amostra SiO»1Cu5150 e, para o Colletotricum gloeosporioides, a atividade
fungicida foi evidenciada na concentracdo de 100 ppm de ions cobre(ll) —
2,51 g L' da amostra SiO»1Cu5150.

Assim sendo, € possivel concluir que a adsorcdo de ions cobre(ll) a
superficie de nanoparticulas de silica possibilitou o desenvolvimento de um
composto bactericida/fungicida, oferecendo uma alternativa aos compostos

cupricos ja existentes no mercado.

6. PERSPECTIVAS DE TRABALHO

Propde-se, como continuidade do projeto, o estudo de area superficial e
porosidade das nanoparticulas de silica e se a adicdo dos ions cobre(ll) ao
sistema ira influenciar nesses parametros.

Estudos paralelos podem ser conduzidos buscando-se concentrar a
quantidade de ions cobre(ll) adicionada ao sistema, bem como buscar outros
meios para se concentrar a suspensdo de nanoparticulas de silica, sem
desestabiliza-la.

Repreparar a amostra SiO23200 e repetir a analise de DLS, buscando
averiguar se ha uma tendéncia com relagédo ao aumento do raio hidrodindmico das
particulas em funcao do aumento de temperatura de processamento no spray

dryer. Somente essa amostra apresentou um desvio com relacdo a essa
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tendéncia, portanto pode ter ocorrido algum desvio experimental durante o preparo
da amostra.

Também se faz necessario repetir alguns ensaios de atividade biol6gica,
principalmente os ensaios conduzidos com fungos. Os testes aqui apresentados
demonstraram que o composto “nanoparticulas de silica contendo ions cobre(ll)”
apresenta acao fungicida, todavia precisa-se testar concentragdes superiores de
ions cobre(ll) para verificar se h4d um aumento de resposta proporcional ao

aumento de concentragao.
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