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RESUMO

QUINZEIRO, S.F.L. Investigacao estrutural, fotoluminescente e
propriedades antibacterianas da argila Palygorskita purificada e
superficie impregnada com microcristais de a-Ag2WO4. 2023. 71 p.
Dissertacao (Mestrado em Quimica) — Universidade Estadual do Piaui.
Teresina.

A presenca de contaminantes organicos em ambientes aquaticos, como o0s
antibioticos, induz a proliferagao de agentes patogénicos resistentes, dando origem a
necessidade de desenvolver novos materiais com acado antimicrobiana. Portanto,
neste trabalho, relatamos novos resultados para purificar a argila Palygorskita (Pal)
com uma superficie impregnada com microcristais de alfa tungstato de prata (a-
Ag2WO4) abreviado como AWO, e sua investigacao estrutural, fotoluminescéncia (FL)
e antibacteriana. A argila p-Pal foi obtida através da purificagdo da Pal natural. Ao
mesmo tempo, foram sintetizados microcristais de AWO pelo método sonoquimico,
seguido de impregnacéao da superficie da argila p-Pal. Os padrées de difracao de raios
X (DRX), o refinamento Rietveld e a espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (IV-TF) foram utilizados para identificar e quantificar as fases
cristalinas. A microscopia eletronica de varredura por emissao de campo (MEV-FEG)
foi utilizada para observar as caracteristicas morfolégicas. A espectroscopia
ultravioleta-visivel (UV-Vis) em modo de reflectancia difusa e as medicdes FL foram
utilizadas para analisar as propriedades épticas da argila p-Pal, microcristais AWO e
argila p-Pal/x% AWO. Além disso, foi investigada a inativacao de estirpes bacterianas
gram-negativas (Escherichia coli) e gram-positivas (Staphylococcus aureus) em
concentragdes de p-Pal/x% AWO com x = 4 a 32%. Os padroes de DRX e os dados
de refinamento Rietveld confirmaram que a argila p-Pal € composta por duas fases
cristalinas (Mgz2.074Al1.026)(Si4O10.48)2(OH)2(H20)10.68 com uma estrutura ortorrémbica e
a-SiO2 com uma estrutura romboédrica; os microcristais AWO sdo monofasicos com
uma estrutura ortorrdmbica. Em contraste, os microcristais de p-Pal/x% AWO
diminuem a intensidade dos picos de DRX da argila p-Pal a medida que a massa x%
dos microcristais AWO aumenta. Os espectros IV-TF revelaram os principais modos
vibracionais opticamente ativos das trés estruturas. Os espectros UV-Vis mostram um
aumento do Egap do sistema misto em comparacdo com os materiais isolados,
indicando uma interagdo sinérgica entre os niveis de energia de ambos os materiais.
As imagens MEV-FEG mostram a presenga de varias fibras alongadas e cristais
hexagonais na argila p-Pal e microcristais de AWO em forma de bastao. Em contraste,
0s microcristais de argila p-Pal/AWO exibem a presenca dos trés tipos de estruturas.
Os espectros de FL mostram uma emissao elevada para a argila p-Pal/4% AWO,
indicando um melhor efeito sinérgico para a transferéncia de carga entre os clusters
distorcidos da argila p-Pal e os cristais AWO. Ao mesmo tempo, os cristais AWO tém
uma baixa intensidade de FL devido a menor taxa de recombinacdo dos pares
elétron/buraco. Finalmente, os testes microbiolégicos mostram que, a medida que a
proporcéao de cristais de AWO na superficie da argila p-Pal aumenta, ha uma melhoria
da atividade antibacteriana.

Palavras-chave: a-Ag2WOys; argila p-Pal; Fotoluminescéncia; Antibacteriana.



ABSTRACT

The presence of organic contaminants in aquatic environments, such as antibiotics,
induces the proliferation of resistant pathogens, giving rise to the need to develop new
materials with antimicrobial action. Therefore, in this work, we report new results for
purifying Palygorskite clay (Pal) with a surface impregnated with alpha-silver tungstate
(a-Ag2WO4) microcrystals abbreviated as AWO, and its structural, photoluminescence
(PL) and antibacterial investigation. The p-Pal clay was obtained by purifying natural
Pal. At the same time, the sonochemical method synthesized AWO microcrystals,
followed by impregnation of the p-Pal clay surface. X-ray diffraction (XRD) patterns,
Rietveld refinement, and Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR) were used to
identify and quantify the crystalline phases. Field emission scanning electron
microscopy (FE-SEM) was used to observe the morphological characteristics.
Ultraviolet-visible spectroscopy (UV-Vis) in diffuse reflectance mode and PL
measurements were used to analyze the optical properties of p-Pal clay, AWO
microcrystals, and p-Pal/x% AWO microcrystals. Moreover, we investigated the
inactivation of gram-negative (Escherichia coli) and gram-positive (Staphylococcus
aureus) bacterial strains at concentrations of p-Pal/x% AWO from x = 4 to 32%. XRD
patterns and Rietveld refinement data confirmed that the p-Pal clay is composed of
two crystal phases (Mgz.074Al1.026)(SiaO10.48)2(OH)2(H20)1068 with an orthorhombic
structure and a-SiO2 with a rhombohedral structure; the AWO microcrystals are single-
phase with an orthorhombic structure. In contrast, the p-Pal clay/x% AWO decrease
the intensity of the p-Pal clay XRD peaks as the x% mass of the AWO microcrystals
increases. The FT-IR spectra revealed the three structures' main optically active
vibrational modes. The UV-Vis spectra show an increase in the Egap of the mixed
system compared to the isolated materials, indicating a synergistic interaction between
the energy levels of both materials. The FE-SEM images display the presence of
several elongated fibers and hexagonal crystals in the p-Pal clay and rod-like AWO
microcrystals. In contrast, p-Pal clay/AWO microcrystals exhibit the presence of all
three types of structures. The PL spectra show a high emission for the p-Pal/4% AWO
clay, indicating a better synergistic effect for charge transfer between the distorted
clusters from p-Pal clay to AWO crystals. At the same time, AWO crystals have a low
PL intensity due to the lower recombination rate of electron/hole pairs. Finally, the
microbiological tests show that as the proportion of AWO crystals on the p-Pal clay
surface increases, there is an improvement in antibacterial activity.

Keywords: a-Ag2WOs4; p-Pal clay; Photoluminescence; Antibacterial.



LISTA DE FIGURAS

Figura 2.1.
Figura 2.2.
Figura 2.3.
Figura 2.4.
Figura 2.5.
Figura 3.1.
Figura 3.2.

Figura 3.3.

Figura 4.1.

Figura 4.2.

Figura 4.3.

Figura 4.4.

Figura 4.5.

Imagem SEM de Escherichia COlli.. ... 21
Imagem SEM de StaphyloCOCCUS AUIEUS.. ... 22
Arranjo (a) 1:1, (b) 2:1 e (c) 2:1:1 das argilas.. ......ccoeeeereeeiieiiiieeeeeeeeeeee 23
Representacao da estrutura da argila Pal. ..., 25
Representagao esquematica da estrutura cristalina do a-Ag2WO.x.. ...... 28
Representacao esquematica da purificagado da argila Palygorskita........ 30
Sintese dos microcristais de a-Ag2WO4 através do método sonoquimico.
............................................................................................................... 30
Representacao esquematica da sintese da argila p-Pal com superficie
impregnada com microcristais de a-Ag2WO4 ........c.c.eeeeeeiieeiiiiiiiiiieeeeen. 32

Padrées de DRX para (a) argila p-Pal, (b) microcristais de a-Ag2WOQO4 e (c)
cristais de argila p-Pal/x%AWO em diferentes concentragdes de x = 4 a
32%. As linhas verticais indicam as posi¢des e intensidades encontradas
nos cartées do ICSD, tais como: | ICSD N° 75975 para a fase
(Mg2.074Al1.026)(Si2010.48)2(OH)2(H20)10.68; | ICSD N°. 16331 para a fase a-
SiO2 e | ICSD N°. 4165 para a fase a-Ag2WOu4, respectivamente. ......... 36

(a) Gréafico de refinamento Rietveld da argila p-Pal com duas fases de
cristais de (Mgz2.074Al1.026)(SiaO10.48)2(OH)2(H20)10.68 € cristais de a-SiO2. A
insercdo mostra a percentagem em peso (%) de fases cristalograficas
para esta amostra. (b) Grafico de refinamento Rietveld dos cristais de a-
AGEW O, ettt a e e e e e e e 38

Representacdao esquematica das células unitdrias e do poliedro de
coordenacdo para todos os clusters, tais como (a) cristais de
(MQ2.074Al1.026)(Si4010.48)2(OH)2(H20) 1068, (b) cristais de a-SiO2 e (c)
Cristais de a-AQaWO4. ... 40
Espectros IV-TF de (a) argila p-Pal, (b) cristais de a-Ag2WO4 e (c) argila
p-Pal/x% a-Ag2WOa4. As linhas verticais tracejadas (;) e ( :) simbolizam as
posicdes respectivas dos modos ativos no infravermelho. A insercéao
mostra os clusters octaédricos distorcidos [AlOs]/[MgQOs] com estiramento
simétrico, os clusters octaédricos distorcidos [WQOs] com estiramento
assimétrico e os clusters tetraédricos distorcidos [SiO4] com estiramento
ASSIMEBLIICO. ..uuieeiiiiiee ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e r e eeaaeas 45

Imagens MEV-FEG de (a) argila p-Pal, (b) cristais de a-Ag2WOs, (c) argila
p-Pal/4% a-Ag2WOs4, (d) argila p-Pal/8% a-Ag2WOs4, (e) argila p-Pal/16%
a-Ag2WOs4 e (f) argila p-Pal/32% a-Ag2WO4........cooviiiiiiiiieiieeeee 47



Figura 4.6. Distribuicdo média do comprimento e da largura de (a,b) argila p-Pal para
microfibras alongadas de cristais de
(Mg2.074Al1.026)(SisO10.48)2(OH)2(H20)10.68, (c,d) argila p-Pal para cristais
hexagonais de a-SiO2 e (e,f) microcristais hexagonais alongados em
forma de bastdo de a-AgaWO4. ........eoiiiiiiiii e 49

Figura 4.7. Espectros UV-Vis de (a) argila p-Pal, (b) microcristais de a-Ag2WO4 e (c-
f) argila p-Pal/x% a-Ag2WO4 com x de 4 a 32%, respectivamente......... 52

Figura 4.8. Espectros de FL da argila p-Pal, microcristais de a-Ag2WO4 e argila p-
Pal/x% a-Ag2WO4 com x de 4 a 32%. A inser¢cdo mostra a emissao de FL
dos cristais de a-Ag2aWO4. .......uuuiiiiiiiiiiee e 53



LISTA DE TABELAS

Tabela 2.1. Argilas utilizadas como suporte antibacteriano ...........cceevevveeeeeeeiieeeeenne. 27

Tabela 4.1. (a): Resultados do refinamento de Rietveld com parédmetros de rede,
volume de célula unitaria, coordenadas atébmicas e ocupacdo local
calculados para cristais de (Mg2.074Al1.026)(Si4O10.48)2(OH)2(H20)10.68......42

Tabela 4.1. (b): Resultados do refinamento de Rietveld com paradmetros de rede,
volume da célula unitaria, coordenadas atdbmicas e ocupacao local
calculados para microcristais de a-SiO2.........ccoovviiiiiiiiiiie e, 43

Tabela 4.1. (c): Resultados do refinamento de Rietveld com parametros de rede,
volume da célula unitaria, coordenadas atébmicas e ocupacdo local
calculados para microcristais de a-AgaWO4. ........ccvveeiiiiiiiei i 43

Tabela 4.2. Valores de CIM obtidos em ensaios antibacterianos. .....ccccooevveeveuneenn... 55



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Amax — Gomprimento de onda maximo;

(Mg2.072Al1.026)(Si4010.48)2(OH)2(H20)10.6s — Hidroxido de filo-aluminossilicato de aluminio e
magneésio hidratado;

Hg — Micrograma,;

ML — Microlitro;
A — Angstrom;
Ag — Prata;

AgNO:s — Nitrato de prata;

Al — Aluminio;

ASTM — American Society for Testing and Materials;
ATCC — American Type Culture Collection;
AWO - a-Ag2WOyq;

BC — Banda de conducéo;

BHI — Brain Heart Infusion;

BV - Banda de valéncia;

C3HeO — Acetona;

CFU - Unidade Formadora de Col6nias;

CIF — Crystallographic Information File;

CIM - Concentracéo Inibitéria Minima;

cm — Centimetro;

DRX — Difracao de raios X;

e'— Elétrons;

E. coli — Escherichia coli;

Egap — Energia do intervalo de banda;

ERO — Espécies reativas de oxigénio;

ETA — Estagcdes de tratamento de aguas residuais;
eV - Elétron-volt;

FL — Fotoluminescéncia;

g — Grama;

GRAs — Genes de resisténcia aos antibibticos;
h — Hora;

h* — Buracos;



hv - Fétons;

ICSD - Inorganic Crystal Structure Database;

IV-TF — Espectroscopia de infravermelhos com transformada de Fourier;
kHz — Quilo-hertz;

mA — Miliampere;

MEV-FEG - Microscopia eletrénica de varrimento por emissao de campo;

Mg — Magnésio;
min — Minuto;
mL — Mililitro;

mm — Milimetro;

Na2WO0a4.2H20 — Tungstato de sédio di-hidratado;
nm — Nanémetro;

OMS - Organizagao Mundial de Saude;

p-Pal — Argila Palygorskita purificada;

Pal — Argila Palygorskita;

RPM — Rotacéo por minuto;

s — Segundo;

S. aureus — Staphylococcus aureus;

Si — Silicio;

UV-Vis — Espectroscopia de ultravioleta-visivel;
W — Tungsténio;

a-Ag2WOs — Alfa tungstato de prata;

a-Si02 — Quartzo;

pm — Micrémetro.



SUMARIO

CAPITULO 1 - INTRODUGAO........ccreuererercseesesssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssasssssasas 17
LI B o] = (1Yo LU PP PP PPRRRPR 19
1.7.7 ObJEUVO GEIal..ussssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 19
1.1.2 ODJetiVOS ESPECITICOS. urrrrrrssssssssummmmmssmmssssssssssssnsnsssmsssssssssssssnnssssmsssssssssns 19
CAPITULO 2 - REFERENCIAL TEORICO ......cccoevererererererereresesssssssssasssasasssasasssasasas 20

2.1 Surgimento de patdgenos resistentes em ambientes aquaticos e suas

(oo g EsT=To [UT=T oo =T SRR 20
2.2 Argilas: propriedades € apliCagOES.......uuurrriiieiiiiiiiiiiee e 22
2.2.1 Argilomineral PalyQOrSKita ..ceeesseesssesssssssssummmnssssssssssssssssmnsssssssssssssssnnnnnnns 24
2.3 Oxidos metalicos: aplicacao antibacteriana e associagdo a argilomineral .......... 26
2.3.1 TUNQGSIAlO A€ PralA..cceeesssseemmmssssssssssssmmmmmmssssssssssssssmmnnsssssssssssssssnnnsssssssssns 27
CAPITULO 3 - METODOLOGIA EXPERIMENTAL ......ccetetrtrererererssssssssasssssssasssasasas 29
3.1 MateriaisS € REageNTES. ......uuiiiiiiiiieee e 29
3.2 Purificagdo da argila Palygorskita natural.............cooooiiiiiiiiiiiieeeceeeeeee 29
3.3 Sintese de microcristais de 0-AgaWO4 ........cooiiiiiiiiiie e 30
3.4 Preparacéao da argila p-Pal com superficie impregnada com microcristais de
AW O . ettt ettt e oo et e e e e ettt e e e nae e e e e e nnee e e e e aannaeeeeaanneeeeeaan 31
R 071 ¢- Tor (] 4= ToTo 1= T TR 32
3.5.1 Difracdo de raioS X (DRX) cuuuueeemmusssssssssssmmmmmmmmssssssssssmsmmmmssssssssssssssssnnnssss 32
3.5.2 Infravermelho com transformada de FOUrier (IV-TF)...eeemeeeeeemmnnnnns 32
3.5.3 Espectroscopia no Ultravioleta-Visivel (UV-VIS) ...emmeemmmsmmssssssssssssnnnns 33
3.5.4 Microscopia eletrénica de varredura por emissdo de campo (MEV-
=T 33
3.5.5 Fotolumin@SCENCIA (FL) wuuereerrrrersssssssummnnnssssssssssssssmmennssssssssssssssnnnnsnssssnsas 33
3.6 Medicgdes da atividade antibacteriana .............ooovvvvveiiiiiiiiiiieiiieeeeee 33
CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSAO.........coerummmrmmrsmssssssssssssssssssssssssass 35
4.1 Andlise de padrdes DRX ... 35

4.2 Andlise de Refinamento RIetVEI ... ..o 37



4.3 Representacdo de células unitarias, simetria, geometria e coordenacédo de
clusters de cristais de (Mg2.074Al1.026)(Si4O10.48)2(OH)2(H20)10.68, a-SiO2 e a-Ag2WO4

.................................................................................................................................. 39
N g = Y1 EY= N AV N 44
4.5 Andlise de imagens MEV-FEG ... 46
4.6 Analise do tamanho médio e da distribuicdo do tamanho dos cristais

(COMPIIMENTO € IArQUIA) ... e 48
4.7 Andlise dos eSPeCtroS UV-VIiS ... 50
4.8 Andlise dos espectros de emiSSA0 FL ... 52
4.9 Avaliagao da atividade antibacteriana..........cooevvvveeiiiiiiiiiiiiiciieeeeeeeeeeeeeeeee 54
CAPITULO 5 - CONSIDERAGOES FINAIS.......ccccoceeeeeerrerseessesssssssssssssssasssssssssssssasans 57

REFERENCIAS . .....eoeeeeeeeeeeeeeeeeeseeseessessssssssssssssasssasesasesasesasesssesasesssessnessnsssnssssenn 59



Capitulo 1

INTRODUCAO

O aumento da poluigédo por compostos organicos descartados no ambiente, tais
como antibi6ticos, hormdnios, herbicidas, fungicidas e pigmentos, tem causado a
proliferacdo de agentes patogénicos resistentes, que tem se agravado com o
crescimento acelerado da populacdo e desenvolvimento industrial, que lanca
irregularmente poluentes nocivos ao ecossistema, provocando a reducdo da
qualidade da agua [1, 2, 3]. Os contaminantes organicos, como 0s corantes, sdo
responsaveis pela redugao do oxigénio dissolvido na agua e da atividade fotossintética
das plantas aquaticas devido a reducdo da penetracdo da luz solar, tornando-as
impréprias para consumo humano e animal [4].

Os antibidticos, quando descartados em ambientes aquaticos e quando
excretados pelo organismo através da urina e das fezes, devido a ma absorcao do
principio ativo, provoca a acumulacdo destas substancias no ambiente, quando
presente no ambiente induz a proliferacdo dos agentes patogénicos mais resistentes
aos antibidticos [5, 6], reduzindo a eficacia terapéutica dos antibidéticos comerciais
existentes [7, 8, 9].

O consumo de agua contaminada afeta quase 1,2 milhGes de pessoas,
provocando doengas e morte por diarreia em decorréncia da presenca de bactérias e
virus entéricos na agua, suscitando uma preocupacdo constante com surtos
epidémicos causados por bactérias multirresistentes [10]. Se nao forem tomadas as
medidas necessarias para controlar a resisténcia bacteriana, cerca de 10 milhdes de
pessoas morrerdo de infecgcbes bacterianas até 2050 [11]. Assim, surge a
necessidade de desenvolver novos materiais do tipo éxido com ag&o antimicrobiana.
A utilizacao de diferentes 6xidos metalicos suportados em argilominerais, podem
ajudar no tratamento de agua contaminado por microrganismos [12, 13].

O uso de argilas como suporte para agentes antimicrobianos ja € conhecido
devido a um melhor desempenho [14, 15]. As propriedades Unicas das argilas, como,

abundancia, baixo custo, capacidades de troca catibnica, comportamento plastico
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quando umido, capacidades cataliticas, expansividade e baixa permeabilidade faz
com que sejam mais aceitaveis em aplicacées em grande escala [16, 17, 18]. A alta
adsorcao das argilas e os cristais em forma de bastdo ou de fibra que podem causar
um "efeito de agulha", podem adsorver bactérias e danificar a membrana
citoplasmatica da célula, produzindo efeitos antimicrobianos [19].

Dentre as argilas utilizadas, a argila Palygorskita (Pal) é caracterizada por um
silicato de aluminio e magnésio hidratado que consiste numa ligacao de clusters
tetraédricos distorcidos [SiO4] e clusters octaédricos distorcidos [MgOs]/[AlOs] em
camadas formando uma estrutura de canal aberto, possuindo propriedades atrativas
para a construcao de compaositos com éxidos metélicos devido as suas propriedades
eletrbnicas, tais como elevada area superficial, estrutura microporosa, capacidade de
adsorcao e grande quantidade de grupos silanol (=Si—OH) na superficie do cristal [20,
21, 22]. Pesquisas relatam a melhoria de atividade antimicrobiana de argilominerais,
incluindo a Pal, sendo associadas a 6xidos metalicos [23, 24, 25, 26].

A utilizacdo de Oxidos metalicos como agentes antibacterianos tem-se
mostrado promissora, sendo estudada e aplicada em diversas areas, incluindo
quimica, fisica e engenharia de materiais, devido a sua versatilidade [27, 28, 29, 30,
31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40]. Entre os muitos materiais inorganicos com
propriedades antimicrobianas, as nanoparticulas de prata (AgNPs) e os seus ions sao
bem conhecidos por terem uma ampla atividade antimicrobiana e, em concentracdes
especificas, ndo apresentarem toxicidade para as células humanas [41]. Os ions de
prata podem ser liberados de forma lenta e persistente, causando a morte ou a inibi¢cao
de bactérias a baixas concentragdes sem causar resisténcia bacteriana [42].

Assim, os tungstatos formados a partir de metais de transicdo s&o bons
candidatos como materiais bactericidas [43, 44]. Estes compostos tém sido objeto de
atencao porque tém uma variedade de aplicagdes. O tungstato de prata (Ag2WOQOa4)
destaca-se pela sua potencial aplicacdo em campos como a fotocatélise [45],
antimicrobiano [46], sensores [47], adsorvente [48] e bactericida [49, 50]. O Ag2WO4
€ um material semicondutor que apresenta polimorfismo estrutural, com trés tipos de
estrutura polimérfica. Entre elas, a fase alfa (a) relacionada aos cristais a-Ag2WO4
(AWO) com estrutura ortorrdbmbica e grupo espacial (Pn2n), que ¢
termodinamicamente a mais estavel, fase beta (B) atribuida aos cristais -Ag2WO4
com estrutura hexagonal e grupo espacial (P63/m) e fase gama (y) atribuida aos
cristais y-Ag2WO4 com estrutura clbica e grupo espacial (Fd3 m) [51].
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Assim, o presente trabalho tem como objetivo, obter argila Palygorskita
purificada (p-Pal) a partir de método inédito de purificacdo, impregnar cristais AWO na
superficie da argila p-Pal em diferentes proporcdes de massa, caracterizar esses
materiais para obter as propriedades estruturais, morfoldgica e dptica e analisar as

suas propriedades de fotoluminescéncia e atividade antibacteriana.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo Geral

% Investigar as propriedades  estruturais, morfolégicas, oOpticas,
fotoluminescentes e avaliar a eficacia antibacteriana da argila Palygorskita

purificada impregnada com cristais a-Ag2WO4 na eliminacao de bactérias.
1.1.2 Objetivos Especificos

< Purificar a argila Palygorskita natural para obtencdo da argila Palygorskita
purificada (p-Pal);

% Sintetizar microcristais de a-Ag2WO4 via método sonoquimico;

% Impregnar superficialmente a argila Palygorskita com microcristais de a-
Ag2WOq4;

% Investigar as propriedades estruturais, morfolégicas, Oépticas e
fotoluminescentes da argila Palygorskita, dos microcristais de a-AgaWO4 e da
argila Palygorskita impregnada com cristais a-Ag2WOQOas pelas técnicas de
caracterizagdes: DRX, IV-TF, MEV-FEG, UV-Vis e FL;

% Auvaliar a atividade antibacteriana da argila Palygorskita, dos microcristais de a-

Ag2WOs e da argila Palygorskita impregnada com cristais a-Ag2WOQO4 para

inativacao das bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus.
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REFERENCIAL TEORICO

2.1 Surgimento de patégenos resistentes em ambientes aquaticos e

suas consequéncias

A poluicao ambiental por antibiéticos € uma consequéncia da producao desses
medicamentos em larga escala e da sua utilizacao generalizada nos seres humanos
e animais, o que leva ao surgimento de resisténcia aos antibiéticos em quase todas
as cepas bacterianas, dificultando o tratamento de doencas infecciosas nas ultimas
décadas [52]. Portanto, a resisténcia bacteriana é adquirida através da interacao
desses microrganismos com esgoto e efluentes contaminados, fazendo com que, as
estirpes que ja possuem algum tipo de resisténcia, se reproduza [53].

As estacdes de tratamento de aguas residuais (ETA) sdo incapazes de remover
toda a contaminagéo presente na agua, assim os farmacos ativos quando descartados
na agua, sao solubilizados e dispersados, passam pelas ETAs junto as aguas
residuais utilizadas [54]. Pois, geralmente as ETA n&o utilizam sistemas de tratamento
terciario, assim, essas instalagées ndo conseguem remover 0s genes de resisténcia
aos antibidticos (GRAs) [55].

Os rios, muito usado para obtencdo de agua potavel, podem apresentar
patégenos na agua, representando riscos a saude dos humanos e animais [52]. Estes
agentes bioldgicos contagiosos e resistentes, sdo encontrados principalmente em
aguas residuais geradas em ambientes hospitalares, principalmente devido a coleta e
drenagem de agua de limpeza e excrementos dos pacientes nas unidades de salde
[56]. Além da disseminacdo de GRAs na agua criar desafios ecotoxicolégicos
significativos para o ambiente aquatico, ocasionando perturbagdo nas cadeias
alimentares aquaticas e terrestres, a agua poluida se infiltra no solo, contaminando as
plantacdes de alimentos, colocando em risco a sobrevivéncia humana e animal [7].

A resisténcia bacteriana a aos antibidticos representa cada vez mais uma

grande ameaca a saude publica em todo o mundo [54]. Microrganismos patogénicos,
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incluindo bactérias, virus, fungos, micoplasma, clamidia, riquétsias, espiroquetas e
alguns protistas, sdo organismos que destroem tecidos e células do hospedeiro
competindo com o hospedeiro por nutrientes e secretando toxinas [57].

Acredita-se que bactérias resistentes a antimicrobianos ou patogénicas para
humanos sejam trocadas entre humanos e animais por meio de transmiss&o direta ou
indireta através da cadeia alimentar ou do meio ambiente [11]. Com a exposi¢ao
continua ao antibiético, as bactérias desenvolvem resisténcia a esses compostos,
superando o estresse antibidtico usando varios mecanismos intrinsecos de
resisténcia, como desativagdo de enzimas, paredes celulares, modificacdo
ribossémica e bombas de efluxo [58].

Bactérias patogénicas sdo as causas de varias doencas infecciosas mortais,
podendo entrar no corpo humano e animal através de alimentos, agua, superficies e
objetos contaminados ou pela interagdo com organismos vivos infectados [4]. A
exemplo, das bactérias E. coli, S. aureus e K. pneumonia que sao responsaveis por
causar problemas gastrointestinais e outras varias infec¢des [59].

A Escherichia coli (E. coli) € uma bactéria Gram-negativa, que se apresenta no
formato de bastonetes (Figura 2.1). A maioria das cepas de E. coli ndo sao
patogénicas para humanos e animais, mas, algumas cepas apresentam capacidade
de gerar complicagbes, tais como as E. coli diarreiogénica, patogénica intestinal
(InPEC) e patogénica extra-intestinal (EXPEC). A E. coli é listada pela Organizacao
Mundial de Saude (OMS) como um patégeno de interesse para a saude publica, sendo
usada como indicador de contaminagéo fecal para avaliar a qualidade microbiolégica
da agua e dos alimentos [55].

Figura 2.1. Imagem SEM de Escherichia coli. Fonte: [60].

Outro patégeno de destaque é Staphylococcus aureus (S. aureus), que € uma
bactéria Gram-positiva, anaerdbia facultativa, que se apresenta no formato de cocos
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(Figura 2.2). Ela possui a capacidade de colonizar todos os tecidos do corpo humano,
sendo considerado o principal agente causador de doencas, incluindo endocardite,
septicemia e infecgdes de feridas [61].

- ’
- b = P

Figura 2.2. Imagem SEM de Staphylococcus aureus. Fonte: [62].

Uma taxa alarmante de aumento na mortalidade e morbidade na terapéutica
convencional criou uma demanda crescente por um agente alternativo eficaz capaz
de inativar cepas bacterianas [59]. Na literatura, € sugerido que o0s processos de
oxidacao avangados e/ou desinfeccao sao necessarios para eliminar a resisténcia aos

antibiéticos e a patogenicidade nos residuos perigosos [56].
2.2 Argilas: propriedades e aplicacoes

As argilas sdo encontradas naturalmente na superficie da terra, facilmente
disponiveis a baixo custo, sdo pertencentes a classe de filossilicatos que geralmente
sao formados com o intemperismo quimico de outros minerais silicatos, formada
principalmente por silica, alumina, agua e rocha desgastada [63, 64, 65, 66].
Apresentando tamanho de particula com didmetro menor que 2 uym e espessura
menor que 10 nm [67].

Os minerais argilosos sao fundamentalmente constituidos por folhas
tetraédricas (T) e folhas octaédricas (O); e podem ser divididos em trés classes
principais dependendo do numero e disposicdo das folhas octaédricas e/ou
tetraédricas. Sao eles: os arranjos 1:1 (TO), 2:1 (TOT) e 2:1:1 (OTOT). A argila 1:1
consiste em uma folha tetraédrica e uma folha octaédrica e a argila 2:1 possui uma
folha octaédrica entre duas folhas tetraédricas por camada, enquanto a argila 2:1:1
contém uma folha octaédrica adjacente a uma camada 2:1, como mostrado na Figura
2.3 [63, 68, 69].
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Figura 2.3. Arranjo (a) 1:1, (b) 2:1 e (c) 2:1:1 das argilas. Fonte: Adaptado de [68].

Nas argilas, cada tetraedro é constituido por céations, geralmente Si++, Fe3* ou
A3+, ligados a quatro atomos de oxigénio. O octaedro é constituido por seis atomos
de oxigénio coordenados a um cation central como AlI**, Fe?*, Fe3* ou Mg?*. Em
minerais 1:1, as superficies das folhas octaédricas sdo geralmente protonadas e as
camadas sao mantidas unidas por ligacdes de H entre as folhas octaédricas de uma
camada e as folhas tetraédricas de uma camada adjacente. Nos minerais 2:1, as
camadas sao mantidas unidas por cations intercamadas, que equiliboram as cargas
negativas nas superficies das folhas tetraédricas que resultam de varios tipos de
substituicdes isomorfas dentro da estrutura do filossilicato [70, 69].

Os argilominerais sao filossilicatos hidratados que conferem plasticidade a
argila e que adquirem rigidez por secagem ou queima, podendo apresentar morfologia
tubular, fibrosa ou estratificada [71]. Os argilominerais naturais geralmente séo
heterogéneos em composicdo e tamanho de particula. Para aumentar o valor
comercial de tais argilominerais naturais e utilizd-los para produzir materiais
avancados, um desafio existente € estabelecer uma forma econ6mica, verde e
eficiente de separar os argilominerais de outros minerais coexistentes [72].

Além disso, os argilominerais apresentam plasticidade no modo Umido, o que
induz uma forma constante ap6s a remocgao da pressao deles, e esta propriedade
distingue os argilominerais de outros minerais. No entanto, as vantagens unicas dos
argilominerais que tém atraido mais atencdo incluem a elevada area superficial
especifica (devido a estrutura da folha), baixo custo, disponibilidade, controle sobre
as dimensdes, estrutura quimica de suas superficies por modificagdo de interface e
alta capacidade de troca idnica [67]. Que fazem com que esses materiais sejam
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amplamente utilizados nas industrias de perfuracdo de petréleo, ceramica, papel,
embalagens, vinho, plasticos e farmacéutica [69].

A utilizacao de argilas pode ajudar a minimizar o problema de descarte e
também de acesso a materiais mais baratos no tratamento de aguas residuais [65].
Assim, modificacoes superficiais de argilominerais tém recebido atengdo porque
permitem a criacdo de novos materiais e novas aplicagoes [73].

Os argilominerais possuem propriedades adsorventes, se apresentando
naturalmente como antimicrobianos, sendo utilizados para remoc¢ao de bactérias na
agua, o que tem aplicagdes praticas no tratamento de dguas residuais [74]. A pirofilita
foi utilizada na remocéao de 94% de E. coliem solugdo aquosa, utilizando experimentos
em batelada e em coluna de fluxo continuo [75]. Jiang e colaboradores em 2007 [76]
observaram a adsorcdo de Pseudomonas putida em argilominerais como
montmorilonita e caulinita. Wu e colaboradores em 2011 [77] intercalaram
montmorilonita, vermiculita, palygorskita e caulim com sal quaternario de fosfénio
(orometo de tetradecil tributil fosfénio, TDTB) e suas propriedades antibacterianas
foram avaliadas contra E. colie S. aureus.

Existem dois modos principais pelos quais os materiais a base de argila
eliminam as bactérias da agua: adesao e morte. O processo de adesdo é controlado
por interacbes quimicas e fisicas entre a superficie do material e as bactérias.
Enquanto o mecanismo de inativacdo e subsequente morte de bactérias por
argilomineral é sugerido pela ruptura da membrana celular da bactéria seguido de
vazamento do citoplasma, resultando em morte celular. No entanto, € possivel para
um adsorvente utilizar mecanismos de adesao e eliminagdo simultaneamente para a

remocao de bactérias em agua [74].
2.2.1 Argilomineral Palygorskita

A Palygorskita (Pal) € um argilomineral de silicato de aluminio e magnésio
hidratado, em camadas do tipo 2:1, com dupla camada de tetraedro de silicio e uma
camada central de octaedro de magnésio, aluminio ou ferro [78, 79], como mostrado
na Figura 2.3. A morfologia cristalina em forma de bastdo da Pal confere-lhe
excelentes propriedades, enquanto os grupos silanol superficiais conferem-lhe
reatividade [80, 81].



Capitulo 2 - referencial tedrico 25

[SiO,] folha tetraédrica

[SiO,] folha tetraédrica

folha octaédrica {

estrutura 2:1

Figura 2.4. Representacao da estrutura da argila Pal. Fonte: Adaptado [82]

As caracteristicas estruturais da Pal conferem-lhe uma grande area superficial,
0 que torna favoravel a sua aplicacdo como material adsorvente [83]. Devido a sua
estrutura Unica, estabilidade e grande area superficial, existem varios esforcos para
utilizar a Pal em novas aplicagdes em sua forma natural ou modificada [23].

A presenga de microporos e canais, juntamente com a estrutura fibrosa e o
tamanho de particulas finas neste argilomineral permitem sua ampla aplicacédo na
agricultura, industria, meio ambiente e biomedicina, inclusive como adsorventes,
fertilizantes e produtos farmacéuticos [79]. Além disso, a Pal tem sido amplamente
utilizada na preparacdo de compdsitos antibacterianos, principalmente devido as
excelentes propriedades de transporte derivadas de seus nanobastbes naturais e
canais zedliticos [84].

A morfologia em forma de bastonete da Pal é um transportador desejado,
adequado para carregar materiais ativos ou outros componentes funcionais do
compésito. A Pal isolada nao possui bom efeito antibacteriano, no entanto, apés a
modificacao superficial com 6xidos metalicos o efeito antibacteriano da Pal pode ser
bastante melhorado. Portanto, Pal pode ser amplamente selecionado como um
carreador ideal para produzir novos compdsitos antibacterianos devido a sua estrutura
e propriedades especiais [9].

A morfologia fibrosa permite a distribuigdo uniforme das particulas metalicas na
superficie externa e melhora 0 acesso as espécies ativas. Assim, os bastdes de Pal
podem destruir a parede celular para inibir o crescimento bacteriano. Enquanto isso,
a alta area superficial da Pal favorece a adsor¢do de bactérias e, portanto, pode ser
utilizada como um material antibacteriano natural para bactérias gram-positivas e

gram-negativas [85, 25].
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2.3 Oxidos metalicos: aplicacdo antibacteriana e associacido a
argilomineral

Os 6xidos metalicos sdo sélidos cristalinos que contém um céation metalico e
um anion éxido, e se apresentam em diferentes tamanhos e morfologias de acordo
com o método de preparo utilizado. Sendo estudados novos métodos de preparacao,
para se obter materiais com propriedades aprimoradas para diversas aplicagbes [86,
87].

Os o6xidos metdlicos aplicados como agentes antimicrobianos apresentam
diversas propriedades intrinsecas ou por consequéncia de modificagdes. Em geral, os
oxidos metélicos atuam na morte bacteriana induzindo a ruptura do potencial e
integridade da membrana, pela producéo de espécies reativas de oxigénio (ERO) [88].

As bactérias possuem estrutura especifica que justificam seu comportamento
em contato com 6xidos metalicos. Tanto as bactérias Gram-positivas quanto as Gram-
negativas tém uma superficie carregada negativamente [89]. As bactérias Gram-
positivas possuem uma espessa camada de peptidoglicano, enquanto as bactérias
Gram-negativas apresentam uma estrutura mais complexa, além da fina camada de
peptidoglicano, possuem uma membrana externa fosfolipidica. As paredes celulares
bacterianas carregadas negativamente atraem particulas carregadas positivamente
para a sua superficie devido a interagdes eletrostaticas. Por outro lado, particulas a
base de metal com carga positiva estabelecem uma forte ligacdo com as membranas,
resultando na ruptura das paredes celulares e, consequentemente, aumentando a sua
permeabilidade. Além disso, as particulas também podem liberar ions metalicos do
espaco extracelular, capazes de entrar na célula e interromper processos bioldgicos
[90].

A reatividade superficial de particulas de éxido metalico € muito alta e tende a
se aglomerar, formando particulas grandes que, por sua vez, reduzem sua
reatividade. Para evitar a aglomeracdo dessas particulas sdo utilizados
estabilizadores ou suportes [91]. Assim, os argilominerais sdo excelentes suporte para
oxidos metalicos na formagao de compdsitos. O interesse pelo uso desse material
surge das vantagens econdémicas e preocupacdes ambientais, pois estdo amplamente
distribuidos pelo mundo e séo de baixo custo [92]. Muitos argilominerais vem sendo
investigados como suporte para 6xidos metalicos como material antibacteriano, dentre

estes podemos citar a Montmorilonita, Hectorita, Palygorskita e Bentonita. A Tabela
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2.1 exibe alguns suportes minerais e as respectivas bactérias utilizadas nos testes
antibacterianos relatados pela literatura.

Tabela 2.1. Argilas utilizadas como suporte antibacteriano

Oxido Argila Bactérias Referéncia
ZnO Palygorskita E. coli [93]

Ag/TiO2 Montmorilonita E. coli [94]
ZnO Hectorita e Montmorilonita  E. colie S. aureus [95]

Ag/ZnO Bentonita E. coli e E. faecalis [92]
SnO2 Montmorilonita S. aureus e P. [91]

vulgaris
Co-Zn0O Palygorskita E. coli [9]

Dentre a categoria dos 6xidos metélicos destaca-se os tungstatos metalicos,
que sao uma familia de materiais inorganicos microporosos, representados pela
férmula geral MWOQ4, sdo materiais promissores que possuem diversas aplicacdes em
diversos campos tecnoldgicos [96, 97, 98].

2.3.1 Tungstato de prata

O tungstato de prata (AgaWOa4) é um semicondutor que possui excelentes
propriedades, como alta atividade fotocatalitica, ndo toxicidade, alta condutividade
elétrica e comportamento antibacteriano, que cada vez mais tem sido amplamente
investigado em aplicacbes ambientais, apresentando efeito toxico nas células
microbianas mesmo na auséncia de luz [99, 100].

O Ag2WOs4 exibe polimorfismo estrutural, podendo se apresentar em trés
estruturas diferentes: y-Ag2WOQO4, com estrutura cubica, B-AgaWO4, com estrutura
hexagonal e a-AgaWOs4, com estrutura ortorrombica. Sob condi¢des normais, a-
AgoWOs é estavel, enquanto y-AgaWO4 e B-Ag2WO4 sdo metaestaveis, que se
transformam facilmente na fase a. A estabilidade dos polimorfos se apresentam na
ordem de y-Ag2WO4 < B-Ag2WO4 < a-Ag2WO4 com base na sua estabilidade térmica
[101, 102].

A nivel estrutural, o a-Ag2WO4 consiste em uma rede complexa composta de
clusters, onde a organizag¢ao de atomos de prata coordenados com dois [AgOz2], quatro
[AgO4], seis [AgOe] e sete [AgO~7] atomos de oxigénio, resulta em clusters de simetria
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angular, tetraédrica, octaédrica e deltaédrica, respectivamente. Por outro lado, os
atomos de tungsténio sdo coordenados com atomos de oxigénio resultando em
clusters [WOs] de simetria octaédrica [103], uma representacao da estrutura cristalina

do a-Ag2WOs4 é apresentada na Figura 2.4.

Figura 2.5. Representacao esquematica da estrutura cristalina do a-Ag2WOa. Fonte:
[104].

O conjunto desses clusters na rede cristalina permite a presenca de defeitos
cristalinos, distorcoes das ligacoes Ag-O e W-O, vacancias de oxigénio e
ordem/desordem estrutural. Proporcionando alto desempenho na formacédo de
espécies oxidantes devido ao efeito de polariza¢do da rede, e consequentemente, na
formacao de pares elétron/buraco (e/h*), essenciais em aplicacdes como
fotocatalisadores, sensores, diodos, capacitores e antimicrobianos [105].

Neste contexto, e tendo em vista a necessidade critica de descoberta de novos
materiais, estudos relatam a utilizagdo de a-AgaWO4 como agente antibacteriano, com

boa capacidade para inibir o crescimento bacteriano [51, 106, 48, 107, 50].
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METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1 Materiais e Reagentes

A argila Palygorskita usada neste trabalho é oriunda do municipio de
Guadalupe, no estado do Piaui, Brasil, que foi previamente purificada e cedida para
nossa pesquisa pelo grupo de pesquisa do Laboratério de Pesquisa em Ciéncias da
Natureza do IFMA — Campus Caxias. Os reagentes quimicos, tungstato de sodio di-
hidratado (Na2W04.2H20; 99,0% de pureza) e nitrato de prata (AgNOs; 99,0% de
pureza) foram adquiridos da Sigma-Aldrich®. A acetona (CsHsO; 99,5% de pureza) foi
adquirida da Vetec®. Todos os reagentes foram usados como recebidos, sem
purificacao prévia. Além disso, foi utilizado agua deionizada obtida por deionizador
Option-Q Elga modelo DV-25.

3.2 Purificacao da argila Palygorskita natural

Inicialmente, a amostra natural foi macerada e peneirada em malha de 2 mm.
Em seguida, 70 g desse material foram dispersados com agua destilada em rotacao
superior a 12000 RPM em dispersor de solos, durante 12 min e submetidos a
decantagao por 24 h. Apos etapa de sedimentacao a fase sobrenadante foi passada
por uma peneira de 400 ASTM. A suspensao peneirada foi conduzida a evaporacao
lenta da 4gua a 45°C até se obter uma massa pastosa, a qual foi seca a 80 °C por 12
h. A amostra seca obtida foi designada por argila p-Pal, em que p indica purificada. O
procedimento experimental desta etapa esta demonstrado na Figura 3.1.
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80°C/12h

Peneira em
malha de 2 mm

Peneira a 400 ASTM

Desagregacao

Dispersdao em

a >12000 RPM

Evaporacdo lenta
a45°C

Figura 3.1. Representacao esquematica da purificacdo da argila Palygorskita.

3.3 Sintese de microcristais de a-Ag2WO4

A Figura 3.2 mostra todas as etapas do procedimento de sintese pelo método
sonoquimico para obter os microcristais de a-Ag2aWO4, abreviados como microcristais
AWO.

AgNO;
Na,W0,°2H.0

B
B
==
I

a-Ag.WO,

por24h Centrifugagéo e
lavagem

Figura 3.2. Sintese dos microcristais de a-Ag2WO4 através do método sonoquimico.
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Como pode ser observado na Figura 3.2, no fluxograma é possivel acompanhar
todas as etapas envolvidas na sintese de microcristais de AWO pelo método
sonoquimico, conforme descrito a seguir. A sintese quimica dos microcristais de AWO
foi realizada em solugdo aquosa via método sonoquimico. Inicialmente, foram
preparados, separadamente, 1,5x102 mol de Na2WO4+2H20 e 3x102 mol de AgNO3
e dissolvidos utilizando o Vortex da Kasvi® para dissolugdo completa dos sais. Em
seguida, a solucdao de AgNOQOs foi adicionada a solucdo de Na2WO4+2H20, e a mistura
foi submetida ao ultrassom (Ultrasonic Tabletop 402 DA da Delta Ultrassons®, Brasil)
a 50 °C durante 3 h, com frequéncia de 40 kHz. A solugéo resultante foi deixada em
repouso por 24 h para decantagao e formagcao completa dos cristais. Estas condigdes
experimentais facilitaram reacbes quimicas estequiométricas entre dois ions
complexo diaquoprata(l) como 2[Ag(H20)2]* como um complexo catibnico € um ion
tungstato(VI) 1WQO4%> como um complexo anidnico que reagem para a formacéao de
microcristais de a-Ag2WO4, como mostrado nas equagdes (1-3) abaixo.

Ap0és a dissolucao dos sais a temperatura ambiente:

2H,0 (25 °C)

2AgNOs(s)——— 2[Ag(H20)2]* + 2NO3(,q (1)
2H,0 (25 °C) .

NazW04.2H20(s) ———— 2Na*(ag) + TWO03oq) + 4H20 @)

ApGs o processamento sonoquimico:

(50 °C/3h
2[Ag(H20)2]* + 2NO3(aq) + 2Na*(ag) + TWOZGq) + 4HeO ) 4 AGaWOu(e) + 2Na*(aq) + 6H20 + 2N03q) (3)

Posteriormente, o precipitado foi centrifugado e lavado cerca de dez vezes com
agua deionizada e seco em estufa a 65 °C por 10 h, seguindo o procedimento adotado
por Cavalcante e colaboradores em 2012 [108].

3.4 Preparacao da argila p-Pal com superficie impregnada com
microcristais de AWO

A preparagao de p-Pal com uma superficie impregnada com microcristais de
AWO foi realizada pelo método de impregnacao, conforme descrito por Juca e
colaboradores em 2021 [109]. A representacdo esquematica da preparacao do

material € apresentada na Figura 3.3.
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Acetona a-Ag.WO, Palygorskita

Agua 1h 65 °C/ 24h p-Pal/a-Ag,WO,
deionizada

Figura 3.3. Representacao esquematica da sintese da argila p-Pal com superficie
impregnada com microcristais de a-Ag2WO4

Como mostra a Figura 3.3, o fluxograma permite observar todos os passos para
impregnar a superficie da argila p-Pal com microcristais de AWO. Inicialmente, 2 g da
argila p-Pal, previamente purificada, juntamente com os microcristais de AWO, em
proporcbes massicas de 2"% (n = 2, 3, 4 e 5), foram colocados em um béquer
contendo 20 mL de agua deionizada e 30 mL de acetona e, em seguida, levados ao
banho de ultrassom por 1 h. Apds o término do processo, o produto foi seco em estufa
a 65 °C por 24 h e denominado argila p-Pal/a-Ag2WOa4.

3.5 Caracterizacoes

3.5.1 Difracao de raios X (DRX)

O comportamento estrutural de todas as amostras foi analisado utilizando a
difracdo de raios X (DRX) num difratémetro LabX XRD-6000 (Shimadzu®, Japao),
operando a 40 kV e 30 mA, radiacéo Cu-Ka (A = 1,5406 A) no intervalo de 26 de 10°
a 70°, utilizando uma velocidade de varredura de 2° min-'. As rotinas de refinamento
Rietveld foram colhidas em 26, variando de 10° a 110°, utilizando uma velocidade de

varredura de 12 min-'.
3.5.2 Infravermelho com transformada de Fourier (IV-TF)

Para a analise de infravermelho com transformada de Fourier (IV-TF), antes de
preparar trés pastilhas finas, foi pesado em uma balanca analitica, cerca de 1 mg de
cada amostra e 100 mg de brometo de potassio (KBr) como padrdo. As amostras
sélidas (cristais/KBr) foram homogeneizadas em pdés finos utilizando um almofariz e
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pistilo de alta resisténcia a friccdo com varios ciclos de trituragao. Apos esta etapa, os
espectros de IV-TF foram medidos em um espectrofotdbmetro modelo IRPrestige-21
(Shimadzu® Japao) em uma faixa de 400 a 1.100 cm-*! coletados com 150 varreduras

e uma resolucdo de 1 cm™.
3.5.3 Espectroscopia no Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)

As anadlises Opticas foram realizadas num espectrofotometro UV-Vis
(Shimadzu®, Jap&o) modelo 2600. O intervalo de banda optica das amostras foi obtido
no modo de reflectancia difusa na regiao UV-Vis, utilizando sulfato de bario (BaSOa4)

como padrao de referéncia.

3.5.4 Microscopia eletrénica de varredura por emissao de campo (MEV-
FEG)

As formas e dimensdes das amostras foram observadas com um microscopio
eletrénico de varredura por emissdo de campo (MEV-FEG), modelo Supra 35-VP, Carl

Zeiss, operando a 5 kV.
3.5.5 Fotoluminescéncia (FL)

Os espectros de fotoluminescéncia (FL) a temperatura ambiente das amostras
foram registados por um espectrofotdmetro de fluorescéncia entre 365 e 1000 nm
(largura da fenda 500 pm, tempo de integragdo 5s) utilizando um comprimento de

onda de excitagdo Amax ~ 325 nm.
3.6 Medicoes da atividade antibacteriana

Para os testes de inibigdo bacteriana, foram seguidas as recomendagdes do
BrCAST (2023) [110], utilizando duas bactérias: Staphylococcus aureus ATCC 29213
(gram-positiva) e Escherichia coli ATCC 25922 (gram-negativa), pré-incubadas em
meio de cultura Agar Mueller Hinton durante 24 horas. A suspens&o bacteriana foi
feita em solugcdo salina estéril a 0,85%, ajustando a turvagdo até atingir uma
absorbancia entre 0,08 e 0,13 a 625 nm, correspondente a escala de 0,5 McFarland
(= 1,5x108 CFU/mL) num espectrofotdmetro Agilent Cary 60 UV-Vis.
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Subsequentemente, um caldo Brain Heart Infusion (BHI) a 10% foi diluido para obter
uma concentracdo bacteriana de aproximadamente 1x108 CFU/mL. As microplacas
foram preparadas por microdiluicdo em série em 100 pL de caldo BHI a 10% contendo
bactérias. Em triplicata, 100 uL da suspensao de amostras puras e compadsito a uma
concentragdo de 2048 pg/mL foram adicionados aos primeiros pogos e
homogeneizados dez vezes. A partir do primeiro pogo ([ ] = 1024 pg/mL), iniciou-se a
diluicdo em série, retirando 100 uL da primeira linha e adicionando-os a linha seguinte.
No final, obtiveram-se concentragdes de 1024, 512, 256, 128, 64, 32 e 16 yg/mL.
Seguido de incubacgéo a 37 °C numa estufa bacterioldgica durante 24 horas. Foram
utilizados como controles o caldo BHI, o caldo BHI com bactérias e o caldo BHI com
a substancia em estudo. A Concentragao Inibitéria Minima (CIM) foi considerada como

a primeira concentracao a qual o meio deixou de ficar turvo.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise de padroes DRX

A técnica de difracao de raios X (DRX) foi utilizada para a identificacéo de fases
e indexagdo dos tipos de estrutura cristalina presentes em todas as amostras, bem
como na verificagdo do grau de ordem e desordem de longo alcance na estrutura. Os
padrées DRX para a argila p-Pal, cristais de AWO e argila p-Pal/x% de microcristais
de AWO em diferentes concentragdes de (x = 4 a 32%), sdo mostrados nas Figuras
4.1(a-c), respectivamente.

— Cristais de a-Ag,WO,

— Argila p-Pal | 1CSD N°. 4165 (a-Ag,WO0,)

| ICSD n® 75975 [(Mg, 47.Al, 426)(S1,0 10 4a)2( OH)o(H;0) 10,651
| ICSD n° 16331 (a-Si0,)

(b)

(231)

(a)

Intensidade normalizada (unid. arbit.)
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Figura 4.1. Padrées de DRX para (a) argila p-Pal, (b) microcristais de a-Ag2WO4 e (c)
cristais de argila p-Pal/x%AWO em diferentes concentracdes de x = 4 a 32%. As linhas
verticais indicam as posigdes e intensidades encontradas nos cartées do ICSD, tais
como: | ICSD N°. 75975 para a fase (Mg2.074Al1.026)(Si4010.48)2(OH)2(H20)10.68; | ICSD
N°. 16331 para a fase a-SiO2 e | ICSD N° 4165 para a fase a-Ag2WOsq,
respectivamente.

Uma analise em detalhes dos padroes de DRX utilizando o software Match!
versao 3.15 para Windows® 11 (64 bits) [111] é apresentada nas Figuras 4.1(a-c).
Estas analises indicam que todas as amostras tém picos de difracdo bem definidos, o
que confirma uma ordem estrutural de longo alcance e uma boa cristalinidade das trés
fases. A argila p-Pal apresenta duas fases cristalinas referentes ao hidréxido de filo-
aluminossilicato de aluminio e magnésio hidratado com foérmula molecular
(MQ2.074Al1.026)(SiaO10.48)2(OH)2(H20)10.6s associado ao mineral Palygorskita, e alfa
diéxido de silicio com férmula molecular a-SiOz relacionado ao mineral quartzo, como
mostra a Figura 4.1(a). A fase predominante corresponde a cristais de
(MQg2.074Al1.026) (Si4O10.48)2(OH)2(H20)10.6s que exibem picos de difragdo bem indexados
para uma estrutura ortorrdombica, um grupo espacial Pbmn e um grupo de pontos de
simetria D;,, de acordo com o padrdo ICSD n.2 75975 [112]. A segunda fase esta
associada ao mineral quartzo (SiOz), bem indexado a uma estrutura romboédrica,
grupo espacial P3121 e grupo de pontos de simetria DS, de acordo com o padrdo ICSD
n.2 16331 [113]. No difratograma mostrado na Figura 4.1(b), todos os padrées de DRX
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séo atribuidos a fase a-Ag2WOs4, com boa concordancia com o ICSD No. 4165 [114].
Além disso, estes microcristais de a-Ag2WO4 sdo bem indexados com a estrutura
ortorrdmbica sem fases deletérias, pertencentes ao grupo espacial Pn2n, e grupo de
simetria pontual C;2.

O padrao DRX para microcristais de argila p-Pal/x%AWO com x de 4 a 32% é
mostrado na Figura 4.1(c), que aponta a presenca das duas fases cristalinas dos
minerais encontrados na argila p-Pal, assim como os microcristais de a-Ag2WO4. Além
disso, a medida que aumenta a proporcdao dos cristais de a-Ag2WO4 foi possivel
observar uma diminuigdo na intensidade dos picos de DRX da argila p-Pal, bem como
elevacao na intensidade dos planos (002), (231) e (400) referentes ao a-AgaWOs4,
mesmo estando em menor quantidade, no maximo x = 32% na mistura. Isso ocorre
porque os atomos de prata (Ag) e tungsténio (W) sdo mais pesados e difratam mais
do que os atomos mais leves encontrados na argila p-Pal, como os atomos de
magnésio (Mg), aluminio (Al) e silicio (Si). Esse resultado indica que os cristais de a-
Ag2WO4 podem ser distribuidos aleatoriamente na superficie da argila p-Pal [109].

4.2 Analise de Refinamento Rietveld

O método de refinamento de Rietveld foi aplicado para estimar as posicoes
atdbmicas, os parametros da rede e o volume da célula unitaria da argila p-Pal, obtida
com a purificagéo de Pal natural e cristais de a-Ag2WOa4. Os resultados qualitativos e
quantitativos foram realizados por analise estrutural através da metodologia de
refinamento de Rietveld através do software GSAS versdo Il [115], utilizando a
Inorganic Crystal Structure Database (ICSD) dos Crystallographic Information File
(CIF) n.2 75975 para o hidroxido de aluminossilicato de magnésio e aluminio hidratado
[(MQ2.074Al1.026)(Si4010.48)2(OH)2(H20)10.68], CIF n.2 16331 para o alfa didxido de silicio
(a-SiO2) como "quartzo baixo" e CIF n.? 4165 para o alfa tungstato de prata (a-
Ag2WO4) [114, 113, 112].

A qualidade do refinamento estrutural é geralmente verificada utilizando os
valores R (Rp, Rwp € Rbragg), x°> € S (Goodness of Fit) [116]. O método de refinamento
Rietveld baseia-se na construgcdo de padrbes de difracdo calculados a partir do
modelo estrutural utilizado como padrao cristalografico. Este refinamento estrutural
utiliza os padrdes calculados com o melhor ajuste para encontrar dados de padrbes
para fornecer os parametros estruturais da amostra e o perfil de difracdo. A baixa
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diferenca (quase zero) na escala de intensidade entre os padrdes observados e
calculados é a melhor maneira de avaliar o sucesso dos calculos de refinamento
Rietveld [117]. No entanto, foram aplicados outros parametros com fun¢ées adicionais
para encontrar um refinamento estrutural com melhor qualidade e confiabilidade, tais
como o fator de escala, os desvios 28, a posigdo da amostra e o numero de
coeficientes de fundo para doze para introduzir mais termos de fundo com os
coeficientes polinomiais Chebyshev-1 [118], fracdo de fase, tamanho (um),
microdeformagéo isotropica das fases, controles de refinamento com uma matriz
Hessiana analitica como entrada a 5 ciclos maximos, parametros do instrumento,
parametros das amostras, ajustamento da forma dos picos de difracdo com uma
fungéo axial-divergéncia-alargada e pseudo-Voigt [119, 120], parametros de rede (a,
b, ), angulos (a, B, y), volume da célula unitaria, duas fases para a argila p-Pal, fase
basica para a-Ag2WOa4. No entanto, no nosso refinamento Rietveld para a argila p-Pal,
as posicoes atbmicas e o fator Uso foram mantidos fixos.

Em geral, foram identificadas algumas ligeiras diferengcas na escala de
intensidade entre os padroes de DRX experimentais e calculados, tal como indicado
pela linha (Yobs — Ycac), como se pode ver no grafico de refinamento Rietveld nas
Figuras. 4.2(a,b).
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Figura 4.2. (a) Gréfico de refinamento Rietveld da argila p-Pal com duas fases de
cristais de (Mg2.074Al1.026)(Si4010.48)2(OH)2(H20)10.68 € cristais de a-SiO2. A insercao
mostra a percentagem em peso (%) de fases cristalograficas para esta amostra. (b)
Gréfico de refinamento Rietveld dos cristais de a-Ag2WOa.

Como pode ser observado na Figura 4.2(a), o refinamento estrutural confirmou
a presenca de um sistema bifasico para a argila p-Pal com microcristais de

(MQg2.074Al1.026)(Si4O10.48)2(OH)2(H20)10.6s com porcentagem de fase majoritaria na
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fracdo de peso (90,78%), e cristais de a-SiO2 com percentagem de fase minoritaria na
fracdo de peso (9,22%). A fase majoritaria possui estrutura ortorrébmbica,
apresentando um grupo espacial (Pbmn), N° 53 na tabela internacional de
cristalografia, grupo de pontos de simetria (D7), e trés unidades de férmula molecular
por célula unitaria (Z = 2) [112], enquanto a fase minoritaria tem uma estrutura
romboédrica, apresentando um grupo espacial (P3121), N° 154 na tabela internacional
de cristalografia, grupo de pontos de simetria (D$), e trés unidades de férmula
molecular por célula unitaria (Z = 3) [113]. Além disso, a Figura 4.2(b) mostra que o
refinamento estrutural confirmou que os microcristais de a-AgaWOQO4 sdo monofasicos
(100%) com uma estrutura ortorrdbmbica, apresentando um grupo espacial (Pn2n), N°
34 na tabela internacional de cristalografia, grupo de pontos de simetria (C,2), e oito

unidades de férmula molecular por célula unitaria (Z = 8) [114].

4.3 Representacao de células unitarias, simetria, geometria e
coordenacao de clusters de cristais de
(Mg2.074Al1.026)(Si4010.48)2(OH)2(H20)10.68, a-SiO2 e a-Ag2WO4

As Figuras 4.3(a,b,c) mostram as representacées esquematicas da célula
unitaria (a) (Mg2.074Al1.026)(Si4010.48)2(OH)2(H20)10.6s com estrutura ortorrémbica, (b)
célula unitaria a-SiO2 com estrutura romboédrica e (c) célula unitaria a-Ag2WO4 com
estrutura ortorrémbica.

Cluster ) OH
(a) Tetraédrico hlle(:deO H,0 OH
Distorcido &% zeolitica hidl:i!xldo

Cluster OH Zeolitica
Octaédrico hidréxido Cluster octaédrico distorcido
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[AIO4]
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Figura 4.3. Representacdo esquematica das células unitarias e do poliedro de
coordenacdo para todos os  clusters, tais como (a) cristais de
(Mg2.074Al1.026)(Si4010.48)2(OH)2(H20)10.68, (b) cristais de a-SiO2 e (c) cristais de a-
Ag2WOs.

As células unitarias apresentadas nas Figuras 4.3(a-c) foram modeladas
através do sistema para o programa Visualization for Electronic Structural Analysis
(VESTA) (versao 3.5.8 para a versao de 64 bits do Windows 11) [121, 122]. Na Figura
4.3(a) é observado a estrutura cristalina de (Mg2.074Al1.026)(Si4010.48)2(OH)2(H20)10.68,
composta por células unitarias ortorrémbicas. Nessas células unitarias, temos a
presenca de algumas moléculas de dgua (H20) de duas formas: a primeira é atribuida
as moléculas de H20 coordenadas aos cations formados pelos clusters octaédricos
distorcidos [MgOs]/[AlOs] com o grupo de simetria (On) e a segunda estéa relacionada
as moléculas de H20 do tipo zeolitica presentes nos canais, que interage tanto com a
molécula de H20 coordenada aos clusters tetraédricos distorcidos [SiO4] com o grupo
de simetria (T4). Além disso, temos a presenca de alguns grupos hidroxilas (OH)
ligados a estrutura da argila p-Pal no centro dos clusters octaédricos distorcidos
[MgOs]/[AlOs] em boa concordancia com a literatura [123, 124]. E possivel observar
com maior detalhe, que os atomos de Mg2 e Al2 estao localizados no mesmo sitio de
ocupagao atbmica, com aproximadamente 33,1% referentes a atomos de Al2 e 66,9%
relativos a atomos de Mg2. De acordo com varios trabalhos relatados na literatura
[125, 126], na estrutura da argila Pal, hd um consenso geral de que grupos OH e
moléculas de H20 fazem parte da coordenacao. No entanto, as posi¢cdes dos atomos
de H nao podem ser determinadas com precisao a partir dos dados de raios X em pé
(método de refinamento de Rietveld), porque a eficiéncia de dispersao dos atomos de

H é baixa para os raios X, mesmo utilizando difratdmetros potentes. As posicoes
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atébmicas dos atomos de H sé podem ser obtidas com maior precisdo utilizando
apenas anadlises de difracdo de néutrons, mesmo que a amostra ndo seja muito
cristalina, como é geralmente o caso das argilas e de alguns minerais [127]. Como
pode ser ilustrado na Figura 4.3 (b), tem-se uma representacdao de uma estrutura
romboédrica para a célula unitaria a-SiO2 com baixa fase de quartzo como um mineral
de silicato, que € composto por varios poliedros interligados relacionados com clusters
tetraédricos distorcidos [SiO4] com o grupo de simetria (Ty) e ligagdes o-sp® [128].
Além disso, quando se observa esta rede tetragonal com mais detalhes ao longo do
eixo X, é possivel observar tuneis ou canais tridimensionais que se formam atravées da
ligacédo entre seis clusters tetraédricos distorcidos de [SiO4]. A Figura 4.3(c) mostra a
célula unitaria ortorrémbica de a-Ag2WO4, onde todos os atomos de W (W1, W2 e W3)
estdo coordenados a seis atomos de O, formando assim clusters octaédricos
distorcidos [WQOs] na rede com o grupo de simetria (Op). As diferencas nos
comprimentos e angulos das ligacbes O-W-O podem levar a diferentes graus de
distor¢éo ou ordem-desordem intrinseca neste tipo de rede. Além disso, os atomos de
Ag nestas células unitarias podem apresentar quatro tipos de coordenagédo de
clusters. Os atomos de Ag1 e Ag2 estao coordenados a sete atomos de O, formando
clusters deltaédricos distorcidos [AgO7], que sao poliedros bipiramidais pentagonais
distorcidos com o grupo de simetria (Dsn). Os atomos de Ag3 estédo ligados a seis
atomos de O, que formam clusters octaédricos distorcidos [AgOs] com o grupo de
simetria (Oh). Os atomos de Ag4 e Ag5 estdo coordenados a quatro atomos de O,
formando clusters tetraédricos distorcidos [AgO4] com o grupo de simetria (Tq). Além
disso, observou-se que os atomos de Ag4 formam clusters tetraédricos distorcidos
[AgO4] com mais frequéncia do que os atomos de Ag5, enquanto os atomos de Ag6
se ligam a dois atomos de O para formar clusters angulares [AgO2] com o grupo de
simetria (C2v) € um angulo de ligacdao O-Ag-O de 165,865 (5) ¢ [129].

Nas Tabelas 4.1(a-c) apresentam-se os resultados numéricos dos dados de
refinamento Rietveld com parametros de rede, posicées atbmicas e os parametros de
melhor ajuste (Rp, Rwp, Rsragg, ¥° € S) que sugerem que os resultados de refinamento
para a argila p-Pal e a-Ag2WO4 sdo muito confiaveis.
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Tabela 4.1. (a): Resultados do refinamento de Rietveld com parametros de rede,
volume de célula unitaria, coordenadas atébmicas e ocupacao local calculados para
cristais de (Mg2.074Al1.026)(Si4010.48)2(OH)2(H20)10.68.

Atomoss Posicées Sitio SOF X y z Uiso
Wyckoff
Si 8i 1 1.0 02669(8) 0.0913(4) 0.799(2) 0.02900
Si 8i 1 1.0 0.1948(6) 0.1677(5) 0.322(2) 0.02900
Mg af 2. 0248 0 0072(2) 05  0.13000
Al af 2. 0123 0 0072(2) 05  0.13000
Mg2 4e 2.. 0.669 0 0.173(1) 0 0.13000
Al2 4e 2.. 0.331 0 0.173(1) 0 0.13000
Mg3 4h m. 012  0.249(3) 0 0.250(9) 0.16000
Al3 4h m. 006 0.249(3) 0 0.250(9) 0.16000
o1 4h m. 1.0  0.070(2) 0 0.220(5) 0.03500
02 8i 1 1.0 0.034(1) 0.0798(8) 0.788(3) 0.03500
03 8i 1 1.0 0.0694(8) 0.172(1) 0.372(3) 0.03500
04 8i 1 1.0 0.089(1) 0.255(1) 0.854(3) 0.03500
05 4h m. 1.0  0.262(2) 0 0.854(4) 0.03500
06 49 2. 1.0 0.25 0.25 0.385(5) 0.03500
07 8i 1 1.0 0.270(1) 0.1162(9) 0.504(2) 0.03500
08 8i 1 1.0  0.233(2) 0.126(1) 0.068(2) 0.03500
09 8i 1 024 0360(5) 0.153(4) 0.86(2) 0.03500
010 4e 1.21 0 0.441(2) 0  0.16000
O11 4f 1.07 0 0.359(3) 0.5 0.16000
012 8i 1 053 0405(3) 0.031(3) 0.243(8) 0.16000

a=12.8587(2) A, b =17.9337(9) A, ¢ = 5.2748(2) A; a=R=y=90%;
Z = 2, Rp = 104230/0, pr = 134670/0, RBragg = 10351%,

V = 1216.40(3) A3; d = 2.296 g/cm?;
X2 =3.9204, and S=1.98
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Tabela 4.2. (b): Resultados do refinamento de Rietveld com parametros de rede,
volume da célula unitaria, coordenadas atébmicas e ocupacao local calculados para

microcristais de a-SiO2.

Atomoss Posicées Sitio X y z Uiso
Wyckoff
Sit 3a 2. 0.47200 0 0.66670 0.0089
Of 6c 1 0.40800 0.26500 0.78600 0.0127

a = 4.9533(3) A, b = 4.9533(3) A, ¢ = 6.1732(3) A; o= B=90; y = 120% V = 131.17(1) A%, d =
2.2819g/cm3; Z = 3; Rp = 10.423%; Rwp = 13.467%; Reragy = 10.351%; x2= 3.9204, and S = 1.98

Tabela 4.3. (c): Resultados do refinamento de Rietveld com paréametros de rede,
volume da célula unitaria, coordenadas atébmicas e ocupacao local calculados para
microcristais de a-Ag2WOa.

Atomoss Posicées Sitio X y z Uiso
Wyckoff
W1 4c 1 0.256916 0 0.496129 0.01499
W2 2b .2 0 0.826517 0.500000 0.00466
W3 2b .2 0 0.13940 0.500000 0.00831
Ag1 4c 1 0.767416 0.172622 0.99030 0.00611
Ag2 4c 1 0.235813 0.813218 0.00851 0.00119
Ag3 2a .2 0 0.972517 0 0.00599
Ag4 2a .2 0 0.656523 0 0.00102
Ag5 2a .2 0 0.333816 0 0.00038
Ag6 2a .2 0 0.504622 0.5 0.00430
Of 4c 1 0.32350 0.58570 0.21816 0.01890
02 4c 1 0.39160 0.37616 0.21251 0.01810
03 4c 1 0.44970 0.75721 0.78615 0.02340
04 4c 1 0.45460 0.26550 0.78714 0.03650
05 4c 1 0.17701 0.48510 0.21615 0.04020
06 4c 1 0.41420 0.50015 0.86401 0.03220
o7 4c 1 0.18860 0.63480 0.84617 0.01450
08 4c 1 0.19950 0.39180 0.86516 0.01280

a=10.9199(26) A, b = 12.0510(29) A, ¢ = 5.9116(14) A; a=p=y = 90%; V = 777.9(5)A%; d = 7.9163

g/cm®; Z = 2; Ro = 10.23%; Rup = 10.467%; Reragg = 6.881%; X2 = 4.483, and S = 2.11

Em

geral,

a

estrutura

ortorrémbica para

a

fase

(Mg2.074Al1.026)(SiaO10.48)2(OH)2(H20)10.68 € a estrutura romboédrica para a fase a-SiO2
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apresentaram algumas pequenas variagdes nos parametros de rede, no volume da
célula unitaria e na densidade de difragédo do cristal, enquanto a estrutura ortorrdmbica
para a fase a-Ag2WO4 apresenta algumas pequenas variagdes nas posi¢coes atdmicas
dos atomos de O, enquanto o W e a Ag estdo mais fixos nas suas respectivas posicoes
dentro da estrutura. Neste caso, os atomos de O sédo capazes de induzir distorgdes
em ambas as ligagbes O-Mg-O, O-Al-O e O-Si-O para cristais de
(MQ2.074Al1.026)(Si4010.48)2(OH)2(H20)10.68 € cristais de a-SiOz, resultando em clusters
octaédricos distorcidos [AlOe])/[MgQOs] e clusters tetraédricos distorcidos [SiO4], como
mostrado nas Figura 4.3(a,b). Além disso, para os cristais AWO, os atomos de O
também séo capazes de induzir distorgdes em ambas as ligagcbes O-W-O e O-Ag-O,
promovendo distorcoes em clusters octaédricos [WOs], clusters angulares [AgO2],
clusters tetraédricos [AgOas], clusters octaédricos [AgOs] e clusters deltaédricos
[AgOy], como se mostra na Figura 4.3(a-c).

4.4 Analise IV-TF

A técnica de espectroscopia de infravermelhos por transformada de Fourier (IV-
TF) foi utilizada para identificar os grupos caracteristicos presentes nas amostras. O
espectro IV-TF para a argila p-Pal, cristais de AWO e argila p-Pal/x% de cristais de
AWO em diferentes concentragdes de (x = 4 a 32%) € mostrado nas Figuras 4.4(a-c),

respectivamente.

—— Argila p-Pal

Cristais de a-Ag,WO,

(a)

Transmitincia (unid. arbit.)
Transmitincia (unid. arbit.)

i 2 o
-]
‘2 %

T T T T T T T T T T T T —— T T T T T —
420 480 540 600 660 720 780 840 900 960 1020 1080 420 480 540 600 660 720 780 840 900 960 1020 1080
Niimero de onda (cm™) Nimero de onda (cm™)
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Argila p-Pal/4% a-Ag,WO,

Argila p-Pal/16% a-Ag,WO,

—— Argila p-Pal/8% a-Ag,WO, Argila p-Pal/32% a-Ag,WO,

(©)

Transmitincia (unid. arbit.)

420 480 540 600 660 720 780 840 900 960 1020 1080
Nimero de onda (cm™)
Figura 4.4. Espectros IV-TF de (a) argila p-Pal, (b) cristais de a-Ag2WO4 e (c) argila

p-Pal/x% a-Ag2WOs4. As linhas verticais tracejadas (‘) e (') simbolizam as posi¢des
respectivas dos modos ativos no infravermelho. A insergdo mostra os clusters
octaédricos distorcidos [AlOe)/[MgOs] com estiramento simétrico, os clusters
octaédricos distorcidos [WOQOs] com estiramento assimétrico e os clusters tetraédricos
distorcidos [SiO4] com estiramento assimétrico.

Na Figura 4.4(a) pode-se observar bandas de absorcdo caracteristicas da
argila p-Pal, as regides em 445 e 1045 cm! s&o atribuidas a vibragdes de estiramento
simétricas e assimétricas das ligagbes «Si—0O—Si— nos clusters tetraédricos
distorcidos [SiO4] [130, 131, 132, 133], enquanto a absorgdo em 490 cm™' corresponde
a vibracado de estiramento da ligacdo vOvSiNnON [134, 135, 136]. As absorcdes nas
regibes de 910, 980 e 1100 cm™' estdo associadas a vibragdo de estiramento
assimétrico da ligagdo ~Ov SirO/ [137, 138, 139, 140, 134, 141, 142] e a banda de
absorcdo de IV em 511 cm™ corresponde a vibragdo de deformagédo angular de
¢Ov SinOY [137]. As absorcoes IV correspondentes a vibragdo de estiramento
simétrico das ligacdes metal-oxigénio em «—0O—Al-0— e «—0O«Mg—0— estdo
presentes em 584 e 650 cm™' [139, 143, 142].

No espectro observado na Figura 4.4(b), € possivel observar que as principais
bandas de absorgéo dos cristais de a-AgaWO4 foram identificadas na regiao de 450,
809, 830, 860 e 930 cm™', associadas a vibragdes de estiramento assimétrico das
ligagcdes ~"OvWv O presentes nos clusters de coordenacao octaédricos [WOe] [108,
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144, 145, 146, 147, 109, 148, 149, 150]. Também foi identificada outra banda de
absorgédo na regido de 677 cm' relacionada a vibragdes de estiramento assimétrico
dos atomos de oxigénio presentes nas ligacées O-W-O-W-O [147, 109]. Além disso,
a banda de vibracdo de estiramento das ligacbes O-Ag-O foi identificada em 545
cm™ [151].

O espectro para a argila p-Pal/a-AgaWO4 mostrado na Figura 4.4(c) exibiu
bandas de absorcdo caracteristicas da argila p-Pal, sugerindo que ndo houve
alteracao na sua estrutura basica, bem como um aumento na intensidade de absorcao
das bandas caracteristicas de a-Ag2WOs nas regides 677, 830 e 860 cm’', indicando

que houve uma interagao entre os cristais a-Ag2WOu4 e a superficie da argila p-Pal.
4.5 Analise de imagens MEV-FEG

Os aspectos morfologicos e a forma média dos cristais foram analisados por
meio de imagens MEV-FEG da argila p-Pal, dos cristais de AWO e dos cristais de
argila p-Pal/x% de AWO com as concentracdes de (x = 4 a 32%), conforme mostrado

nas Figuras 4.5(a-f).
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Figura 4.5. Imagens MEV-FEG de (a) argila p-Pal, (b) cristais de a-Ag2aWO4, (c) argila
p-Pal/4% a-Ag2WOs, (d) argila p-Pal/8% a-Ag2WOa4, (e) argila p-Pal/16% a-Ag2WO4 e
(f) argila p-Pal/32% a-Ag2WOa.

Em geral, a caracteristica morfologica da argila p-Pal € comumente relatada na
literatura como varias microfibras alongadas de uma dimenséao [152, 153]. No entanto,
devido a presengca de impurezas cristalinas de densidade muito semelhante
relacionadas ao a-SiO2, também temos a presenca de cristais de a-SiO2 com uma
forma hexagonal de baixa dimenséao [154, 155]. Toda a argila p-Pal exibe a presenca
de varias microfibras alongadas agregadas face a face, como mostra a Figura 4.5(a).
Por outro lado, os cristais de a-Ag2WO4 podem ser observados pelas imagens MEV-
FEG na Figura 4.5(b) como grandes barras hexagonais e retangulos
paralelepipédicos. Por fim, os cristais de argila p-Pal/x% AWO com as concentragdes
(x = 4 a 32%) apresentadas nas Figuras 4.5(a-f) mostram a presenca de trés fases
cristalinas, cada uma com a sua morfologia especifica, como microfibras alongadas
para (Mgz.074Al1.026)(SisO10.48)2(OH)2(H20)10.68 relacionados ao mineral Palygorskita,
como cristais hexagonais de baixa dimensao relacionados ao mineral quartzo baixo,
e como duas formas com haste hexagonal e paralelepipedo retangular para o a-
Ag2WOs4 [108, 47]. Desta forma, podemos observar claramente a predominancia de
microfibras alongadas, uma vez que o nosso método de impregnacao com 32% de
AWO promove uma forma irregular quadrada e quase em forma de bastao para os
cristais de AWO na superficie da argila p-Pal. Além disso, € possivel observar a
evolucao do comportamento morfoldgico e da forma para as amostras argila p-Pal/x%
de cristais de AWO em diferentes concentracoes de (x = 4, 8, 16 € 32%).
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4.6 Analise do tamanho médio e da distribuicao do tamanho dos

cristais (comprimento e largura)

Neste trabalho, as imagens MEV-FEG também foram muito importantes e
fundamentais para avaliar o tamanho médio e a distribuigdo do tamanho dos cristais
(comprimento e largura) por meio da contagem de 100 cristais com um bom contorno
de superficie para garantir a autenticidade da resposta estatistica (xc, SD+, R? e %?),

como mostrado nas Figuras 4.6(a-f).
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Figura 4.6. Distribuicdo média do comprimento e da largura de (a,b) argila p-Pal para
microfibras alongadas de cristais de (Mg2.074Al1.026)(Si4010.48)2(OH)2(H20)10.68, (c,d)
argila p-Pal para cristais hexagonais de a-SiO2 e (e,f) microcristais hexagonais
alongados em forma de bastao de a-Ag2WOsa.

Como pode ser observado na Figura 4.6(a), a argila p-Pal exibe a presenca de
duas formas de cristais; a grande maioria esta relacionada a microfibras alongadas
atribuidas a fase (Mgz.074Al1.026)(SisO10.48)2(OH)2(H20)1068, que exibiram uma
distribuicao de tamanho médio (comprimento) na faixa de 300 nm (em escala
submicro) a 1,5 ym (em escala micro), com um tamanho médio de aproximadamente
728,36 nm (SD+ 18,7805 nm). Além disso, estes cristais apresentaram uma
distribuicdo de tamanho médio (largura) na gama de 12,5 a 47,5 nm (a escala
nanomeétrica), com um tamanho médio de aproximadamente 31,92 nm (SD+ 0,5723
nm) (ver Figuras 4.6(a,b) e Insercéo). No entanto, na Figura 4.6(c), a argila p-Pal exibe
a presenca de uma quantidade minoritaria de cristais com forma hexagonal
relacionada a fase a-SiO2, que apresentou uma distribuicdo de tamanho médio
(comprimento) na faixa de 75 nm a 625 nm (em escala submicro), com um tamanho
médio de aproximadamente 229,88 nm (SD * 6,4725 nm). Em comparacao, estes
cristais de a-SiOz apresentaram uma distribuigcdo de tamanho médio (largura) na gama
de 30 nm (a escala nanométrica) a 290 nm (a escala submicrométrica), com um
tamanho médio de cerca de 109,67 nm (SD+2,0774 nm) (Figuras 4.6(c,d) e Insercao).
Finalmente, os microcristais de a-Ag2WOQO4 alongados em forma de bastao hexagonal
apresentaram uma distribuicao de tamanho médio (comprimento) na faixa de 500 nm
(em escala submicro) a 2,5 um (em escala micro), com um tamanho médio de
aproximadamente 1,46 ym (SD+ 0,0384 um), como mostrado na Figura 4.6(e). Além

disso, esses microcristais de a-Ag2WO4 apresentaram uma distribuicdo de tamanho
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médio (largura) na faixa de 150 nm a 330 nm (em escala submicro), com um tamanho
médio de aproximadamente 217,72 nm (SD+ 3,3180 nm) (Figuras 4.6 (e,f) e Insergao).

4.7 Analise dos espectros UV-Vis

Os estudos oOpticos foram realizados através de medigdes de espectroscopia
de reflectancia difusa UV-Vis para obter a energia do intervalo de banda (Egap) dos
materiais, tais como 6xidos complexos, utilizando as equacdes propostas por Kubelka
e Munk em 1931 [156]. Esta metodologia baseia-se na transformacao das medigcdes
da reflectancia difusa para estimar os valores de Egap cOm boa precisao. A equagao
de Kubelka-Munk para qualquer comprimento de onda € descrita na equacéo (4):

FRr=) = KIS = (1 — R=)?/ 2R (4)

em que F(R-) é a fungdo Kubelka-Munk ou a reflectancia absoluta da amostra. Neste
caso, o sulfato de bario (BaSOa4) foi a amostra padrdo nas medicoes de reflectancia.
R~ = Rsample/RBasos (R- € a reflectéancia quando a amostra tem espessura infinita), K'é
o coeficiente de absorcao molar e S é o coeficiente de dispersao. Numa estrutura de
banda parabdlica, o intervalo de banda Optica e o coeficiente de absorcao dos

materiais podem ser calculados pela seguinte equacéo (5):
(ahv)”Y = C1(hV— Egap) (5)

em que a é o coeficiente de absorgao linear do material, hv é a energia do féton, Ci é
uma constante de proporcionalidade, Egap € 0 intervalo de banda 6ptica e y € uma
constante associada a diferentes tipos de transigdes eletrénicas (y = 1/2 para uma
transicdo direta e y = 2 para uma transi¢ao indireta). Por fim, utilizando a fungao
descrita na equacdao (4) e com o termo K = 2a e C: como constante de
proporcionalidade, obtivemos a funcdo de Kubelka-Munk modificada, como indicado

na equacao (6).
(F(R=)hW)"Y = C2(hv — Egap) (6)

Portanto, ao determinar o valor de F(R«) a partir da equagéao (6), foi plotado
um grafico de (F(R=)hv)"Y em fungéo de hv [108; 157]. De acordo com a literatura, o
a-Ag2WO4 exibe um espectro de absorgéo dptica governado por transi¢des eletrénicas
diretas entre as bandas de valéncia e de conducgao [105], enquanto a argila p-Pal exibe
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transicoes eletrbnicas indiretas [158]. Com base nessas informacdes, o valor de Egap
dos cristais de a-Ag2WOs foi calculado usando y = 1/2, enquanto para o valor de Egap
da argila p-Pal foi usado y = 2, assim como para os microcristais de argila p-Pal/x%a-
Ag2WO4 na equacédo (6). Os valores de energia de band gap sdo mostrados nas
Figuras 4.7(a-f).
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Figura 4.7. Espectros UV-Vis de (a) argila p-Pal, (b) microcristais de a-Ag2WO4 e (c-
f) argila p-Pal/x% a-Ag2WO4 com x de 4 a 32%, respectivamente.

Como se pode observar na Figura 4.7(a), a argila p-Pal apresenta um valor de
band gap de cerca de (Egap = 2,28 eV). Este valor pode estar associado a contribuicao
de niveis de energia na gama do intervalo de bandas resultantes da soma de defeitos
das duas fases existentes na argila p-Pal, como se pode ver nos padrées de DRX da
Figura 4.1(a). O espectro UV-Vis dos cristais de a-Ag2WO4 na Figura 4.7(b) mostra
um valor de band gap de cerca de (Egap = 3,20 eV). Este valor esta de acordo com a
literatura [159] e estd associado a formacgéao de niveis intermediarios entre as bandas
de valéncia e de conducgéo resultantes de defeitos estruturais. Enquanto nos espectros
UV-Vis apresentados nas Figuras 4.7(c-f) para a argila p-Pal com aumento de
X%omassa (x = 4% a 32%) os microcristais de AWO mostram um aumento de 2,59
para 2,82 eV, em comparagdo com o valor do band gap dos materiais isolados,
indicando uma interacdo sinérgica entre os niveis de energia de ambos os materiais,
associada ao efeito de interagcado dos cristais de AWO na superficie da argila p-Pal,
confirmando o resultado apresentado anteriormente no espectro IV-TF na Figura 4.4,
sugerindo uma possivel interacdo estrutural para algumas ligacdes quimicas na

superficie do cristal.

4.8 Analise dos espectros de emissao FL
A Figura 4.8 mostra os espectros de FL para argila p-Pal, cristais de a-Ag2WO4
e cristais de argila p-Pal/x%a-Aga2WO4 com (x = 4, 8, 16 e 32%).
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Figura 4.8. Espectros de FL da argila p-Pal, microcristais de a-Ag2WO4 e argila p-
Pal/x% a-Ag2WO4 com x de 4 a 32%. A insergdo mostra a emissédo de FL dos cristais
de a-AgaWOu.

Como se pode observar na Figura 4.8, os espectros de emissao FL sao obtidos
quando os microcristais de argila p-Pal/a-Ag2WO4 emitem energia absorvida de fétons
(hv), que excita os elétrons (e) na banda de valéncia (BV) sendo promovidos a
estados de energia mais elevados na banda de conducéao (BC). Estes e’ excitados
podem entdao reemitir fétons (hv) quando retornam da BC para o estado
de menor energia na BV. Além disso, os espectros FL em um grande intervalo
mostram a intensidade da luz emitida em varios comprimentos de onda ou niveis de
energia. Os espectros de emissao FL fornecem informagdes sobre as propriedades
eletrbnicas dos microcristais de argila p-Pal/a-Ag2WQ4 em estudo, tais como a sua
estrutura de bandas de energia e as transicoes eletrénicas que estdo ocorrendo. Em
geral, as medicoes de emissao FL fornecem informacdes importantes sobre defeitos
estruturais na rede cristalina. O comportamento dos espectros de emissao FL esta
associado a processos de transicoes eletrbnicas, que correspondem a eficiéncia de
separacao de e'e buracos (h°) fotoinduzidos; comumente, a taxa de recombinagéo de
e’ h fotoexcitado pode ser inferida a partir da intensidade de emissdo FL; quanto
menor a intensidade de emissdo FL, menor a taxa de recombinacdo de e «h*

fotoexcitado, e vice-versa [160, 161]. Na Figura 4.8, é apresentada uma menor
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intensidade de FL para os microcristais de AWO, o que possivelmente estd associado
a baixa taxa de recombinacédo do par e«<»>h* gerado na transicao eletronica entre a
BV, composta principalmente por orbitais 2p dos atomos de O e orbitais 4ddos atomos
de Ag, e a BC, formada principalmente por orbitais 5d dos atomos de tungsténio, bem
como a contribuicao dos niveis intermediarios entre a BV e a BC [162]. Como visto na
Figura 4.8, os microcristais de AWO apresentaram um baixo pico de emissao de FL
em Amax ® 745 nm na regido do vermelho, o que esta diretamente relacionado a
densidade eletrénica gerada pela vacancia de O nos clusters [AgOy] (y =2, 4,6 e 7)
que pode se recombinar com a vacancia de Ag resultando em mudancas nessas
emissoes. Essas alteracbes levam a formacdao de niveis de energia menos
energéticos préximos as bandas de valéncia e de condugdo do semicondutor [163,
164]. No entanto, a argila p-Pal exibe uma emissao FL a 500 nm, correspondente a
regidao verde resultante de transicbes eletrénicas entre as duas fases cristalinas
presentes na amostra, os microcristais de p-Pal/x% AWO mostram um deslocamento
para a regiao azul, com emissdo a Amax 465 nm. Além disso, todos os processos
possiveis de transicoes eletrdnicas entre os clusters para os microcristais de p-Pal/x%
AWO sao ilustrados na Figura 4.8. Finalmente, para as outras amostras, é possivel
observar uma diminuicdo da intensidade da emissao FL, proporcional a % de
microcristais de AWO adicionados a superficie dos cristais de p-Pal, indicando que a
taxa de recombinacédo dos pares e «<>h* diminui com a maior proporcionalidade dos

microcristais de AWO.
4.9 Avaliacao da atividade antibacteriana

Os resultados da atividade antibacteriana indicam que, com a adicdo de
microcristais de AWO a argila p-Pal, ha um aumento do potencial antibacteriano dos
compésitos. Na argila p-Pal nao foi possivel determinar a CIM para S. aureus e E. coli
nas concentragoes testadas, sendo 1024 pg/mL a maior concentragéo. Além disso, 0s
microcristais de argila p-Pal/4% AWO e argila p-Pal/8% AWO tém valores de CIM para
E. coli (1024 pug/mL), enquanto os microcristais de argila p-Pal/16% AWO tém valores
de CIM para S. aureus e E. colide 1024 ug/mL e 512 pg/mL, respectivamente. Entre
0s microcristais de argila p-Pal/x% AWO, o material com argila p-Pal/32% de
microcristais de AWO foi o que apresentou os melhores valores de CIM, com uma CIM

para S. aureus de 512 uyg/mL e 256 yg/mL para E. coli. Em geral, os microcristais de
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AWO tém um valor de CIM mais baixo para ambas as bactérias do que as outras
amostras, sendo 128 ug/mL para S. aureus e 64 yg/mL para E. coli.

De acordo com Nobre e colaboradores em 2019 [46], o valor da CIM inferior a
100 pg/mL é considerado uma boa atividade antimicrobiana, entre 100 e 500 ug/mL é
moderadamente ativo, entre 500 e 1000 ug/mL é pouco ativo e o valor da CIM superior
a 1000 pg/mL é praticamente inativo. Podemos, portanto, classificar os microcristais
de AWO como um excelente agente antimicrobiano contra E. coli e moderadamente
ativo contra S. aureus, enquanto os microcristais de argila p-Pal/32% AWO sao
considerados moderadamente ativos contra E. coli e pouco ativos contra S. aureus.
Com excegao dos microcristais de argila p-Pal/16% AWO, que mostraram uma baixa
atividade contra E. coli, as outras amostras foram consideradas praticamente inativas.
Em geral, as amostras mostraram um melhor potencial antibacteriano contra a
bactéria Gram-negativa E. coli. Os valores de CIM obtidos durante a analise

microbiolégica sdo apresentados na Tabela 4.2.

Tabela 4.4. Valores de CIM obtidos em ensaios antibacterianos.

S. aureus E. coli
ATCC 29213 ATCC 25922
Amostras CIM (pg/mL) CIM (pg/mL)
Argila p-Pal >1024 >1024
AWO 128 64
Argila p-Pal/4% AWO >1024 1024
Argila p-Pal/8% AWO >1024 1024
Argila p-Pal/16% AWO 1024 512
Argila p-Pal/32% AWO 512 256

Em meio aquoso, os microcristais de AWO, bem como os cristais de argila p-
Pal/AWO provocam a producao de espécies reativas de oxigénio (ERO) que causam
a morte das bactérias [165]. As ERO tém uma afinidade pelos grupos tiol, onde podem
inibir diretamente a atividade de enzimas especificas, causando efeitos nocivos no
metabolismo e na fisiologia da célula [148, 166, 167]. Assim, a inibicdo mais
significativa do crescimento que ocorreu com a bactéria E. coli estéd associada as
caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas da classe das bactérias gram-negativas. A
destruicdo da parede celular com os microcristais de AWO ocorre por interacéo fisica,

uma vez que as bactérias gram-negativas ndo possuem uma camada espessa de
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peptidoglicano. Outro fator potencial para a suscetibilidade das bactérias gram-
negativas aos microcristais de AWO pode dever-se ao seu lipopolissacarideo de carga
negativa. A geracdo de ERO pelos microcristais de AWO de superficie carregada
positivamente, devido aos clusters angulares de [AgO2] e na heterojuncao possuirem
maior afinidade com moléculas carregadas negativamente, faz com que as bactérias
interajam a superficie de densidade eletrdnica positiva dos microcristais de AWO,
favorecendo a oxidagdo e rompendo as cadeias carbdnicas presentes na membrana
bacteriana [46, 168, 169]. Assim, a medida que aumenta a proporcao dos cristais de
AWO na superficie da argila p-Pal consequentemente ha um aumento na atividade

antibacteriana do material.
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CONSIDERACOES FINAIS

Obtive-se a argila p-Pal pela primeira vez na literatura a partir da purificagéo da
argila Pal natural através da dispersdao em agua destilada, decantacao e peneiracao.
Ao mesmo tempo, os microcristais de AWO foram sintetizados por via sonoquimica e
0s microcristais de argila p-Pal/x%AWQO foram preparados pelo método de
impregnacao. Os padrdoes de DRX e os dados de refinamento Rietveld confirmam que
a argila p-Pal apresentou duas fases, uma majoritaria (90,78%) relacionada com
cristais de (Mgz2.074Al1.026)(SiaO10.48)2(OH)2(H20)1068 com estrutura ortorrombica, e
outra minoritaria (9,22%) atribuida a cristais de a-SiO2 com estrutura romboédrica. Ao
mesmo tempo, os microcristais de AWO sao puros e monofasicos (100%) com
estrutura ortorrémbica. Além disso, os sistemas de 6xidos complexos atribuidos a
microcristais de argila p-Pal/x%AWO com x de 4 a 32% diminuem a intensidade dos
picos DRX da argila p-Pal com o aumento de x%massa de microcristais AWO. O
espectro de IV-TF mostrou as bandas de absorgcdo caracteristicas da argila p-Pal
relacionadas com vibragbes de estiramento assimétricas/simétricas de duas
estruturas em ligacdes (O-Al-0)/(0O-Mg-0)/(0O-Si-0O)/(H-O), enquanto os espectros de
IV-TF dos cristais AWO mostram os modos ativos de IR das vibracdes de estiramento
assimétricas/simétricas com elevadas distor¢cdes nas ligagdes (O-W-O)/(O-Ag-O) e
forcas de interacéo entre clusters octaédricos distorcidos [WOe] e clusters [AgOy] (y =
7, 6, 4 e 2). Os sistemas de 6xidos complexos atribuidos a microcristais de argila p-
Pal/x%AWOQO exibiram bandas de absorcdo de ambos o0s materiais, indicando que
houve a ocorréncia de uma possivel interacdo entre os cristais de AWO com a
superficie da argila p-Pal. Todas as amostras apresentaram valores de Egap de 2,28 a
3,20 eV, que podem ser facilmente ativados por Amax * 325 nm para emiss&o intensa
de FL a temperatura ambiente. As imagens MEV-FEG mostram a presenca de varias
microfibras alongadas em cristais de (Mg2.074Al1.026)(Si2O10.48)2(OH)2(H20)10.68,
enquanto os cristais de a-SiO2 tém uma forma hexagonal. Além disso, os microcristais

de p-Pal argila/x%AWO exibiram trés tipos de forma de cristal, com predominancia de
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microfibras alongadas, uma vez que nosso método de impregnacao com 32wt.%
promove um quadrado de forma irregular para os microcristais de AWO na superficie
da argila p-Pal. Por fim, os microcristais de AWO puro apresentaram um bom
desempenho contra as bactérias gram-negativas (Escherichia coli) e gram-positivas
(Staphylococcus aureus), enquanto o0s microcristais de argila p-Pal/x%AWO

apresentaram apenas uma boa resposta contra a bactéria E. Col..
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