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RESUMO

Titulo: VERMICULITAS MODIFICADAS COM CARVACROL APLICADAS COMO
MATERIAL ANTIBACTERIANO

Autor: José de Souza

Orientadoras: Prof®. Dr’. Maria Gardénnia da Fonseca

Prof* Dr* Maria del Mar Orta Cuevas

A incorporacdo de Oleos essenciais ou seus componentes em matrizes inorganicas ¢ uma
estratégia para reduzir a rapida volatilidade dos 6leos e permitir uma liberagao lenta pelos
sistemas carreados com o6leo. Carvacrol (Carv) ¢ o componente dos 6leos essencial de
plantas do orégano e tomilho com diversas bioatividades, incluindo atividade
antimicrobiana. No presente estudo, a incorporacdo de carvacrol em vermiculita bruta (Ver)
e duas amostras ativadas com acido foi avaliada. As amostras ativadas foram obtidas pela
reagdo da amostra Ver com HNOsa 1 e 2 mol L™ e as matrizes ativadas foram denominadas
VIM e V2M, respectivamente. Amostras contendo 100 mg de sélido reagiram com 20 mL
de solugdes aquosas etandlicas de carvacrol a 50% v/v, nas quais as quantidades de 6leo em
solucdo foram de 0,5 mL e 1,0 mL. Os solidos antes e depois da incorporagdo do 6leo foram
caracterizados por técnicas estruturais de curto e longo alcance, morfologicas e térmica. O
teste de difusdo em agar avaliou a atividade antibacteriana dos materiais contra Escherichia
coli (ATCC-25922) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Os padrdes de difracdo de
raios X (XRD) indicaram que o 6leo foi incorporado na superficie das matrizes, € os
espectros de espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) sugeriram
a contribuicdo da ligacdo de hidrogénio entre as espécies. A incorporagdo maxima do
composto ocorreu nas amostras ativadas e as quantidades foram 0,08; 0,51 e 0,67 mmol de
6leo por grama de VerlM/l1Carv, VIM/ICarv e V2M/1Carv, respectivamente. As
quantidades de liberagao foram 0,5 (5%) e 0,9 mg (7,5%) de 6leo por grama de Ver/0,5carv
e Ver/1,0carv em 12 h. Para VIM/Carv e V2M/Carv, os valores de liberagcdo foram 2,50,
5,43,4,03 ¢ 8,18 mg g!' em 12 h e corresponderam a 4,0, 7,0, 5,2 e 8,1%, respectivamente.
A agdo antibacteriana foi melhor que o controle positivo. Os valores do diametro de inibigao
foram 13, 27 e 32 mm contra S. aureus e 12, 25 ¢ 28 mm contra E. coli, para as amostras
Verm/1Carv, VIM/ICarv e V2M/1Carv, respectivamente, indicando que a cepa Gran
positiva foi mais sensivel. Os dados estao associados a liberagao controlada de dleo, € a acao
antibacteriana dos hibridos sugere possibilidade de uso dos sélidos em produtos
farmacéuticos ou cosméticos.

Palavras-chave: Argilominerais, argilominerais ativados, carvacrol, materiais
antibacterianos.
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ABSTRACT

Title: VERMICULITE MODIFIED WITH CARVACROL APPLIED AS
ANTIBACTERIAL MATERIAL
Author: José de Souza

Supervisors: Profa. Dra. Maria Gardénnia da Fonseca

Prof® Dr? Maria del Mar Orta Cuevas

Incorporating essential oils or their components into inorganic matrices is a strategy to
reduce the rapid volatility of the oils and allow a slow release by oil-loaded solids. Carvacrol
(Carv) is the essential oil component of oregano and thyme that have diverse bioactivities
including antimicrobial activity. In the present study the incorporation of carvacrol in
pristine (Ver) and two acid-activated vermiculites was evaluated. Activated samples were
obtained by reaction of the Ver sample with 1 and 2 mol L' HNO; and activated matrixes
were named VIM and V2M respectively. Samples containing 100 mg of solid reacted with
20 mL of 50% v/v aqueous ethanolic carvacrol solutions, in which the amounts of oil in
solution were 0.5 mL and 1.0 mL The solids before and after oil incorporation were
characterized by short- and long-range structural, morphological, and thermal techniques.
The agar diffusion test evaluated the antibacterial activity of the materials against
Escherichia coli (ATCC-25922) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923). X-ray diffraction
(XRD) patterns indicated that oil was incorporated on the surface of the matrices, and Fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR) spectra suggested the contribution of hydrogen
bonding between the species. The maximum incorporation of the compound occurred in the
acid-activated samples and amounts were 0.08, 0.51 and 0.67 mmol of oil per gram of
VerlM/1Carv, VIM/ 1Carv and V2M/1Carv, respectively. The release amounts were 0.5
(5%) and mg (7.5%) of oil per gram of Ver/0.5carv and Ver/1.0carv in 12 h. For VIM/Carv
and V2M/Carv, values in 12 h were 2.50, 5.43, 4.03 and 8.18 mg g and corresponded to
4.0, 7.0, 5.2, and 8.1%, respectively. The antibacterial action was better than the positive
control. The inhibition diameter values were 13, 27 and 32 mm against S. aureus and 12, 25
and 28 mm against E. coli, for the Verm/1Carv, VIM/1Carv and V2M/1Carv samples,
respectively, indicating that the Gran positive strain was more sensitive. The promising data
are associated with the controlled oil release, and the antibacterial action of the hybrids
indicated the possible use of these solids in pharmaceutical or cosmetic products.

Keywords: Clay minerals, activated clay mineral, carvacrol, antibacterial materials.
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1. INTRODUCAO

A busca por solucdes eficazes contra microrganismos patogénicos tem sido um dos
principais desafios no campo da ciéncia e tecnologia, especialmente diante da crescente
resisténcia microbiana. Nesse contexto, materiais com propriedades antimicrobianas, como
os argilominerais modificados, emergem como alternativas promissoras para aplicagcdes
tanto industriais quanto médicas (JUNG; KIM; LEE, 2018; OLIVEIRA et al., 2024;
OLIVEIRA et al., 2025).

A vermiculita, um silicato hidratado de aluminio, ferro e magnésio, destacam-se pela
sua estrutura lamelar e elevada capacidade de troca catidnica, tornando-se um suporte ideal
para modificacdes quimicas destinadas ao desenvolvimento de novos materiais funcionais
(KOTHALAWALA et al., 2021).

A incorporacdo de Oleos essenciais em vermiculitas representa uma estratégia
promissora para potencializar o uso dessas substadncias naturais em aplicagdes onde
estabilidade e liberacdo controlada sdo cruciais. A vermiculita atua como uma matriz
adsorvente, protegendo os 6leos essenciais da volatilizagdo e da degradacao oxidativa. Isso
¢ particularmente til em contextos como conservacdo de alimentos, aplicacdes
farmacéuticas e cosméticas e controles de pragas e desinfec¢do ambiental (BAKKALI et al.,
2008; OLIVEIRA et al., 2023a, 2023b).

Além disso, os dleos essenciais sdo facilmente obtidos, seja por meio da destilagao
por arraste de vapor, prensagem a frio ou extracdo com solventes (BAKKALI et al., 2008).
A escolha do método de extracdo impacta diretamente na composicdo quimica, na
estabilidade e, portanto, na eficicia antimicrobiana e antioxidante dos 6leos essenciais
quando utilizados em sistemas de liberagdo controlada. Oleos de alta qualidade tendem a
apresentar maior concentragao de compostos bioativos (como carvacrol, timol, linalol, etc.),
garantindo melhor desempenho na aplicagao final (YADAV e KAMBLE, 2009).

No entanto, sua instabilidade térmica e volatilidade representam desafios
significativos para aplicagdes praticas. A utilizagdo de argilominerais como suportes tem se
mostrado uma solugdo eficaz para superar essas limitagdes, garantindo a protecdo e a
liberagdo gradual dos compostos bioativos (HU et al., 2020; LI et al., 2021).

Exatamente o carvacrol, um monoterpeno fenolico presente em 6leos essenciais de
plantas como o orégano e o tomilho, destaca-se pela sua agao contra diversas bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas. Estudos recentes indicam que sua a¢do antimicrobiana esta

associada a alteragdo da permeabilidade da membrana celular, interferindo no metabolismo
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e na viabilidade dos microrganismos (ULTEE et al., 2000; JU et al., 2020). Quando
incorporado a vermiculitas modificadas, o carvacrol pode apresenta propriedades
melhoradas, com liberagdo prolongada e maior estabilidade, tornando-se uma estratégia
eficaz para aplicagdes antimicrobianas de longo prazo como foi realizado com esmectitas
(SAAD et al., 2024).

Neste trabalho, investigou-se o uso de vermiculita bruta e ativada com acido como
suporte para a incorporagdo de carvacrol, visando desenvolver um material com
propriedades antibacterianas. A pesquisa estd fundamentada em estudos anteriores
realizados no grupo que demonstraram o potencial de argilominerais como suportes para
compostos bioativos ou com atividade antibacteriana e sua contribuicdo para solugdes

sustentaveis em diferentes areas de aplicacdo (OLIVEIRA et al., 2023a, 2023b).

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Este estudo tem como objetivo geral avaliar o processo de ativacdo acida de uma
amostra de vermiculita e sua subsequente incorporacdo do carvacrol, analisando as
propriedades fisico-quimicas do material obtido e sua eficacia contra bactérias Gram

positivas e Gram negativas.

1.1.2 Objetivos especificos

- Obter solidos reestruturados a partir ativagao acida da vermiculita com acido nitrico
em diferentes concentragoes;

- Avaliar a influéncia da ativacdo 4cida da vermiculita na sintese de compostos
inorgéanicos/organicos derivados da interagdao do carvacrol;

- Caracterizar os solidos por técnicas de caracterizacao estrutural de longo e curto
alcance, técnicas morfoldgica e térmica e medidas de potencial Zeta;

- Avaliar a atividade antimicrobiana dos sélidos antes e apds incorporacdo do
carvacrol frente as bactérias Escherichia coli (ATCC-25922) e Staphylococcus aureus

(ATCC 25923).
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- Obter os perfis de liberagdo do carvacrol em tampao PBS (pH 7,4) a partir das
matrizes carreadas com o derivado do 6leo essencial avaliando a influéncia da ativagao acido

no processo.

Capitulo 2 —

Fundamentacgdo teodrica
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Vermiculita — Estrutura e ativacdo acida

A vermiculita ¢ um silicato hidratado de aluminio, ferro e magnésio lamelar do tipo
2:1, formado pela alteracao hidrotermal de micas (biotitas, flogopitas ou muscovitas) em que
ocorre a substitui¢io dos fons interlamelares de K* pelos ions Mg?', em jun¢do com um
aumento na quantidade de agua (BRIGATTI et al., 2013). A estrutura desses argilominerais
¢ 2:1 planar, predominantemente trioctaédrica, podendo ser encontrada também como
dioctaédrica, conforme apresentado na Figura 2.1, e sdo denominadas com base em uma
carga negativa, que esta entre 0,6 a 0,9 para metade de célula unitaria (BRIGATTI et al.,
2013). A vermiculita possui uma meia célula de X4(Y2-3)O10(OH)>M.nH>0, em que M é um
cation metalico (Mg?", Ca?*, Na*, K*) da regido interlamelar, Y é Mg*", Fe?" octaédrico ou

Fe’" e AI’", e X ¢ Si*" ou AI’" tetraédrico (SHIROZU e BAILEY, 1966).
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Figura 2.1 Estrutura da vermiculita
Fonte: Adaptado de VALASKOVA e MARTYNKOVA, 2012.

Uma propriedade dos argilominerais ¢ a capacidade de troca catidnica (CTC), que
pode ser definida como a quantidade de cations interlamelares disponiveis para troca em um
determinado pH. Para a vermiculita, a CTC varia entre 120 ¢ 200 cmol /kg nas amostras
secas ao ar, ou 140-240 cmol'/kg para as desidratadas. Quando rapidamente aquecida, a
vermiculita expande e seu formato ¢ o que da origem ao seu nome, assemelhando-se a um

verme (vermiculare, no latim). O aquecimento acelerado provoca saida das moléculas de
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agua abruptamente e a expansdo na estrutura das particulas da vermiculita, chegando a
atingir de vinte a trinta vezes o seu tamanho original. Ademais, esse aumento de volume
ocorre de modo organizado, em dire¢do perpendicular ao empilhamento das camadas
(MARCOS e RODRIGUEZ, 2011).

Na estrutura da vermiculita existem camadas interlamelares de 4gua, que sdo
hidratadas e desidratadas, que sdo controladas pelos cations Mg?" presentes nas
intercamadas, além de outros cations em menor quantidade como Na' ou Ca®"
(REICHENBACH e BEYER, 1995). Esses cations influenciam no grau de hidratacdo na
intercamada e também nas sequéncias da camada de empilhamento.

A vermiculita apresenta certa limitacdo em relagdo a capacidade de expansdo em
agua, especialmente quando comparada a outros argilominerais com cargas inferiores, como
a montmorilonita (MCGOLDRIK et al., 2015). O espago basal da vermiculita para nenhuma
camada de dgua ¢ de 0,902 nm, para uma camada de agua ¢ de 1,150 nm e para fase hidratada
com duas camadas de agua, o valor ¢ de 1,440 nm (WALKER, 1956).

Na montmorilonita, os cations presentes no espago interlamelar (dependendo de sua
energia de hidratagdo) encontram-se hidratados e, devido a carga lamelar reduzida,
conseguem expandir-se facilmente com a entrada de dgua nesse espago (MCGOLDRIK et
al., 2015; FERRAGE et al., 2010). Como a vermiculita apresenta elevada carga superficial
resultante de substitui¢des isomorficas nas folhas tetraédricas e octaédricas, dessa forma os
cations interagem menos com a agua do que com a lamela (LAGALY ¢ DEKANY, 2013).
As camadas de 4gua podem se organizar no espago interlamelar desse material por meio de
ligagdes de hidrogénio entre as moléculas de dgua e os 4tomos de oxigénio das camadas
tetraédricas (BEYER e REICHENBACH, 2002). Pesquisas computacionais sobre a
vermiculita, focadas nas interagdes envolvendo as camadas de 4gua no espago interlamelar,
confirmaram essa ligagdo entre as moléculas de agua e a estrutura desse argilomineral
(SLADE et al., 1985; SKIPPER et al., 1995; SWENSON et al., 2000; BEYER e
REICHENBACH, 2002; DEMONTIS et al., 2013; DEMONTIS et al., 2014; YANG et al.,
2015).

Do ponto de vista geologico, as rochas que podem apresentar a vermiculita em sua
estrutura sdo as maficas e ultramaficas, gnaisses e xistos, carbonatos e graniticas, cada qual
com suas peculiaridades. O Brasil esta entre os paises que possui as principais minas desse
material (RITZ, 2014; FRANCO et al., 2011) com ocorréncia em estados como Bahia, Piaui

e Paraiba.
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Entre as modificacdes quimicas dos argilominerais, para fins industriais e
cientificos, esta a sua ativagdo acida (STAWINSKI et al, 2014, 2016). A ativagdo ocorre pela
reacao do argilomineral com uma solugdo de acido mineral que pode ser o acido nitrico,
cloridrico ou sulfurico ou ainda 4cidos orgéanicos como acido acético sob aquecimento
controlado ou mesmo a temperatura ambiente (BRIGATTI et al., 2013).

O objetivo principal da ativagdo acida do argilomineral ¢ a obtengdo de um material
solido com acidez superficial, elevada area superficial, alta porosidade, que ocorre devido a
retirada seletiva de elementos estruturais como, por exemplo, magnésio do sitio octaédrico
e aluminio dos sitios octaédrico e tetraédrico, proporcionando um aumento de grupos
silanois (Si-OH) livres reativos (BRIGATTI et al., 2013; KOMADEL, 2003; CARRADO e
KOMADEL, 2009). Esse procedimento € uma das alteragdes quimicas mais frequentemente
aplicadas em argilominerais, sendo utilizado tanto em pesquisas académicas quanto em
processos industriais, devido a sua simplicidade, eficiéncia e baixo custo (KOMADEL,
2016).

A ativagdo acida tem como objetivo a formacao de um silicato ativado que pode ser
aplicado em processos de adsor¢do de espécies poluentes, catdlise ou suporte para
ancoramento de agentes sililantes que origina matérias hibridos inorganicos-organicos. Na
Figura 2.2, pode-se observar como ocorre a ativagdo acida desses minerais, utilizando como

exemplo o dleo essencial de canela (C. verum).
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Figura 2.2 Ativagdo acida de um argilomineral e sua utilizacdo como adsorvente do 6leo
essencial de canela.
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Fonte: Adaptado de SAAD et al. 2024.

Nota-se que varios sitios para adsor¢do sdo formados por meio da ativagdo acida
incluindo grupos silandis (SiOH) e alumindis (AIOH), o que favorece a utilizagdo desses
argilominerais como suporte para espécies bioativas e diversas outras aplicagdes incluindo

adsorc¢ao e catalise (WEGRZYN et al., 2018).

2.2 Oleos essenciais (OE)

Os o6leos essenciais, também conhecidos como o6leos volateis, 6leos etéreos ou
esséncias, sdo substancias naturais encontradas em plantas que contém compostos
aromaticos volateis, principalmente nas plantas usadas como temperos, as especiarias, que
conferem sabor aos alimentos (OLIVEIRA et al., 2022).

De acordo com a International Standard Organization, esses 6leos sao definidos
como produtos extraidos de partes das plantas por meio de destilagdo com vapor d'agua. Eles
sdo misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas, geralmente com odor
caracteristico, sdo liquidos e atuam em fungdes biolodgicas importantes para a sobrevivéncia
das plantas, como defesa (protecdo contra excesso de ultravioleta, exatamente
microrganismos, insetos e animais) (OLIVEIRA et al., 2022).

Esses compostos costumam ser formados por hidrocarbonetos terpénicos, alcoois,
aldeidos, cetonas, fenois, ésteres, éteres, oxidos, peroxidos, furanos, acidos organicos,
lactonas, cumarinas, além de substancias contendo enxofre (OLIVEIRA et al., 2023). As
propriedades terapéuticas e organolépticas dos Oleos essenciais geralmente se devem a
presenga de monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropanoides, entre outros compostos
volateis, que estdo relacionados a propriedades farmacologicas devido a sua volatilidade e
outras caracteristicas biologicas (OLIVEIRA et al., 2022).

Os o6leos essenciais tém sido amplamente utilizados devido as suas propriedades
observadas na natureza, como a¢do antibacteriana, atividades antifingica e inseticida.
Atualmente, hé cerca de 3.000 dleos essenciais conhecidos, dos quais 300 t€ém importancia
comercial significativa, especialmente para os setores farmacéutico, agrondmico,
alimenticio, de produtos sanitarios, cosméticos e perfumes (BAKKALI et al., 2008).

Atualmente os derivados vegetais tem recebido maior atengdo por suas aplicacdes
terapéuticas, principalmente por ser encontrado de forma natural e por suas amplas
propriedades no campo farmacéutico (BAKKALI et al., 2008). Ha varios trabalhos que

relatam seu uso crescente como agentes anticancer, antioxidante, antibacteriano, antifiingico
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anti-inflamatdrio, analgésico, sedativo e anestésico local (GERSHENZON e DUDAREVA,
2007; RAUT e KARUPPAYIL, 2014). Os fendis e aldeidos presentes nesses 6leos essenciais
foram os que mostraram maior capacidade em combater bactérias. Sua propriedade
antimicrobiana estd associada com suas propriedades fisico-quimicas, incluindo
lipofilicidade, coeficiente de parti¢do e parametros de ligagdo de hidrogénio (GRIFFIN et
al., 1999). Na Figura 2.3 pode-se observar alguns dos componentes principais presentes nos

Oleos essenciais.
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Figura 2.3 Principais componentes com atividade antibacteriana presentes em oOleos

essenciais.
Fonte: Adaptado de WANG et al., 2024.

A atividade antibacteriana dos 6leos essenciais ¢ causada por multiplos mecanismos,
que podem ser alterados pela posi¢do dos grupos funcionais. O efeito de um unico
componente em diferentes patdgenos pode ser diferente, € o contetido de componentes
bacterianos também pode levar a diferentes efeitos antibacterianos (JU et al., 2020b).

Na maioria dos casos, os 6leos essenciais apresentam maior efeito antibacteriano do
que produtos similares produzidos quimicamente. Isso pode ocorrer devido ao efeito
sinérgico de misturas complexas nos 6leos por meio de diferentes mecanismos (JU et al.,
2019). Em pesquisas recentes, foi proposto que o mecanismo de acdo dos dleos essenciais
envolve a destruicdo da estrutura da parede celular ¢ da membrana celular, bem como a
interferéncia do metabolismo energético e do sistema enzimatico. Como os 6leos possuem

propriedades lipofilicas, eles podem passar pela parede celular e pela membrana celular,
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produzindo assim citotoxicidade para microrganismos (JU et al., 2020a; WU et al., 2022).
Moléculas hidrofébicas podem facilmente passar pelas paredes celulares de bactérias Gram-
positivas. No entanto, a membrana externa da parede celular de bactérias Gram-negativas
contém lipopolissacarideo, que da a célula uma superficie hidrofilica, o que torna as bactérias
Gram-negativas mais resistentes a 6leos essenciais e outros extratos naturais hidrofobicos
com atividade antibacteriana (WANG et al., 2024).

O carvacrol, combinado a cadeia de gordura leva a expansdo e instabilidade da
estrutura da membrana da bactéria, o que aumenta sua fluidez e permeabilidade, causando
vazamento de substancias intracelulares (BENCHAAR, 2020). O carvacrol serd melhor

descrito no sub item 2.3.

2.3 Carvacrol

O carvacrol (5-isopropil-2-metilfenol), Figura 2.4, ¢ um alcool monoterpendide,
isdmero do timol, um liquido com ponto de ebulicao de 236-237 °C e densidade de 0,976
g.mL" a20°C (BASER, 2008). E quimicamente relacionado aos compostos fenolicos, sendo
constituido por um anel fenolico com substitui¢des metil e isopropil, obtido seguindo a rota
biossintética envolvendo geranil pirofosfato como precursor e c-terpineno € p-cimeno como
intermediarios (BASER, 2008). O carvacrol ¢ insoluvel em dgua, mas bastante soluvel em
solventes organicos como etanol, acetona e éter etilico (YADAV ¢ KAMBLE, 2009). O
carvacrol ¢ um liquido incolor a amarelo claro, caracterizado por um odor tipico, sabor
picante, alta lipofilicidade e totalmente soluvel em solventes organicos (ULTEE, 2000; BEN
ARFA et al., 2006; BASER, 2008).
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Figura 2.4 Especiacao do carvacrol ((5-isopropil-2-metilfenol) em fun¢ao do pH.
Fonte: Préprio autor (2025)

A diferente concentracdo de carvacrol entre as plantas estd relacionada a varios
fatores, como, por exemplo, técnicas de isolamento (solventes organicos, destilagio ou
procedimentos mecanicos), periodo de coleta (estagio de floragdo ou vegetativo), fatores
climaticos correlacionados a variabilidade sazonal e ambiente geografico, estresses
associados a fatores mecanicos e trauma quimico (KAROUSOU et al., 2005; FIGUEIREDO
et al., 2008; FRIEDMAN, 2014; KUMARI et al., 2014,).

O carvacrol tem chamado atencdo por sua atividade antibacteriana e por suas
propriedades farmacoldgicas adicionais, como: atividade anti-inflamatodria, antiplaquetaria,
espasmolitica, vasorrelaxante, antidepressiva, antifungica, ansiolitica e anticincer. Ademais,
o carvacrol ¢ amplamente desejavel como aditivo em produtos alimenticios e visto como
seguro toxicologicamente (COMMISSION EUROPEAN, 2012; FDA 2017).

O mecanismo de agdo do carvacrol se da principalmente no envelope externo e na
membrana citoplasmatica interna das bactérias, porém enzimas e proteinas também podem
ser alvo desse composto (RADULOVIC’ et al., 2013). Nao se sabe ao certo por qual
mecanismo ocorre a acao antimicrobiana do carvacrol, porém, muitos estudos sugerem que
ele pode exercer uma atividade inibitéria no crescimento bacteriano, devido a sua
capacidade, garantida por uma hidrofobicidade elevada, de interagir com cadeias acil
relacionada a fosfolipidios (SIKKEMA et al., 1994; BEN ARFA et al., 2006). O acumulo
dessa molécula, impactando no arranjo intimo e na estabilidade da bicamada fosfolipidica,

cria uma expansao da membrana que se torna mais permeavel. Esses eventos desencadeiam
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a redugdo do pH interno e dissipam o potencial eletroquimico da membrana, for¢ca motriz da
sintese de ATP (ULTEE et al., 2000; LAMBERT et al., 2001).

Apesar de sua atividade antimicrobiana ser ampla, ele apresenta efeito inibitdrio mais
presente contra bactérias Gram-positivas (AIT-QUAZZOU et al., 2013). Nas bactérias, ha
dois modos de existéncia: o primeiro € o estagio planctonico, onde as células vivem de forma
livre; o segundo € o estagio séssil, que forma biofilmes, ou seja, agrupamentos bacterianos
que se desenvolvem em interfaces, como a transi¢ao entre solido e liquido (TRENTRIN et
al., 2013; ARAUJO et al., 2013).

Nostro e colaboradores (2007) avaliaram o efeito in vitro do carvacrol no combate a
bactérias gram-positivas Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis. A
concentragao de inibi¢ao do biofilme variou de 0,031 a 0,125% v/v, enquanto a concentragao
de erradicagdo do biofilme estava entre 0,125 ¢ 0,500% v/v, duas vezes maior em
comparagdo com a concentracao que garante a inibi¢do do crescimento em suspensao.

Em outro trabalho, Nostro e colaboradores (2009) avaliaram a potencial atividade
antimicrobiana do carvacrol na fase liquida e de vapor no biofilme de Staphylococcus aureus
e Staphylococcus epidermidis. Os resultados obtidos pelos pesquisadores indicaram que o
carvacrol perturba a arquitetura do biofilme e interfere na viabilidade celular de forma mais
eficiente quando estd em contato liquido com a biomassa estafilocdcica, enquanto no caso
de contato com vapor a eficacia dos tratamentos dependeu do tempo de exposigao.

Nostro e colaboradores (2012) avaliaram o papel do pH na capacidade do carvacrol
de inibir biofilmes de Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis. Os resultados
mostraram que, em pH 4cido (5,5), os valores de concentragcdo de inibicdo do biofilme e
concentragao de erradicacao do biofilme, para ambas as cepas estudadas, foram uma ou duas
vezes menores quando comparadas com os valores encontrados em pH neutro. Um resultado
interessante foi a alta atividade do carvacrol contra o Staphylococcus epidermidis em pH
acido (50% de reducdo na biomassa bacteriana), provavelmente devido a maior
hidrofobicidade que resulta em uma melhor parti¢@o na fase lipidica da membrana.

Helander e colaboradores (1998) comprovaram a eficiéncia na degradacao da
membrana externa de bactérias Gram-negativas, pelo carvacrol para valores de ImM de
Salmonella typhimurium e 3mM para Escherichia coli, essa Ultima mostrando maior
resisténcia.

Xu e colaboradores (2008) testaram o carvacrol para inibicado do crescimento de
Escherichia coli em uma concentracdo de 200 mg L. Os resultados apontaram o efeito

desestabilizador do carvacrol na membrana celular, tornando ela mais permeavel.
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Dong e colaboradores (2024) buscaram sintetizar novos agentes antibacterianos,
produzindo 72 derivados de carvacrol e timol por biomimicizagdo da estrutura e funcao de
peptideos antimicrobianos cationicos. Muitos dos compostos apresentaram boa atividade
antibacteriana, dentre eles, o composto thy2l foi o mais potente, podendo inibir bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas por meio de um mecanismo de a¢do de direcionamento de
membrana com baixa frequéncia de resisténcia. O thy2l ainda apresentou efeito terapéutico
positivo, reduzindo em 99,65% a carga bacteriana de Staphylococcus aureus.

Da Silva e colaboradores (2023) avaliaram a aplicagdo do carvacrol puro e
complexado com ciclodextrina no combate a bactéria Staphylococcus aureus, Escherichia
coli e a cepa multirresistente de Pseudomonas aeruginosa. Os resultados confirmaram a
atividade antibactericida do carvacrol, sendo eficiente na inibi¢do de todas as bactérias
estudadas, demonstrando efeitos clinicos relevantes, tanto para bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, sendo promissor para o combate a resisténcia bacteriana.

Huang e colaboradores (2024) utilizaram o carvacrol foi utilizado para modificar a
lisozima da clara do ovo a fim de melhorar a capacidade bacteriostatica. Os resultados
indicaram que o composto modificado teve atividade antibactericida aumentada contra a
Escherichia coli. O composto sintetizado mostrou boa estabilidade e os espectros de
absorcao ultravioleta-visivel indicaram que o carvacrol e a lisozima formaram um complexo.

Além dos trabalhos citados, muitos outros pesquisadores conseguiram resultados
esperancosos utilizando o carvacrol como antibactericida e na sua utilizagdo combinada a

outros compostos (TENCI et al., 2017).

2.4 Incorporacao de OE em vermiculita/argilominerais

Devido as capacidades antimicrobianas dos Oleos essenciais, esses estdo sendo
empregados em diversas aplicagdes na indistria, na medicina e em diversos outros setores
(SIMIONATO et al., 2019; GAIJDZIOK et al., 2015). Pode-se citar o 6leo essencial de limao
que possui um amplo espectro de atividades microbianas, sendo empregado até mesmo em
embalagens alimenticias (JIMENEZ-REYES et al., 2019).

Porém, alguns dos problemas relacionados ao uso dos oOleos essenciais ¢ a
volatilidade, instabilidade térmica e aroma forte. Por isso, esses compostos vém sendo
introduzidos em argilominerais que possuem elevadas capacidades de carga, porosidade

elevada, grande area superficial e boa capacidade de adsor¢do (HU et al., 2020).
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A vermiculita ¢ um argilomineral que vem sendo amplamente aplicado como suporte
para os Oleos essenciais, aumentando a estabilidade térmica, protegendo a atividade
bacteriostatica e amenizando seu aroma. A principal caracteristica dessa jungao € a liberagao
controlada do dleo essencial provocada pela estrutura da vermiculita, o que otimiza e
aumenta o tempo de aplicagdo do o6leo (LI et al., 2021).

Logo, a incorporagao dos 6leos essenciais em vermiculita possui grandes vantagens
e desse modo deve-se estudar técnicas de incorporacdo desses materiais. A seguir sao
mencionadas algumas técnicas.

Li e colaboradores (2021) realizaram a ativa¢do acida da vermiculita e, apds seca,
adicao dela no oleo essencial de limao que estava previamente dissolvido em etanol. A
mistura foi agitada durante 10 minutos. O produto formado foi seco por liofilizagdo a vacuo
e lavado duas vezes com etanol.

Kothalawala e colaboradores (2021) prepararam particulas de vermiculita de
tamanho submicrométrico por moagem de bolas e testadas como um potencial transportador
do ¢6leo essencial de orégano. Essa mistura apresentou bom desempenho antimicrobiano
contra Escherichia coli e Staphylococcus epidermidis.

Saad e colaboradores (2024) investigaram o uso de nanoparticulas de argilominerais
como um sistema de liberacdo sustentada para compostos de 6leo essencial de canela para
uma aplicagdo como antifingico. Argilominerais purificados e ativados por acido foram
utilizados nesse trabalho. A ativacdo acida ocorreu por meio de acido sulftrico (3 N) sob
refluxo por 1 hora. Como resultado, obteve-se uma elevada atividade antifingica contra o
fungo Candida albicans. O uso do argilomineral como vetor para o 6leo essencial garantiu

a liberagdo lenta e prolongada do 6leo essencial, bem como sua estabilidade.

2.5 Aplicacdo de vermiculita como material antibacteriano

A adesao de bactérias, tanto em superficies biodticas (como tecidos e células de
animais e plantas) quanto em superficies abidticas (como metais e plasticos), ¢ amplamente
estudada, pois representa o passo inicial para a multiplicacdo desses microrganismos. Esse
fendmeno traz prejuizos consideraveis a diversos setores, com destaque para a area da saude,
onde estd associado ao surgimento de problemas como infec¢des hospitalares relacionadas
a proteses e implantes contaminados, além de caries dentarias e periodontite (APARNA e

YADAYV, 2008).
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Outro setor significativamente afetado ¢ o alimenticio, j4 que a presenga de
microrganismos compromete o armazenamento, acelera a deterioragdo dos alimentos e
coloca em risco a seguranca alimentar, favorecendo a transmissao de doengas por produtos
contaminados (ARAUJO et al., 2013).

As bactérias alternam entre dois estados principais: o estado planctonico, em que
vivem isoladamente como células livres, e o estado séssil, em que formam biofilmes. Os
biofilmes sdo comunidades bacterianas organizadas que se estabelecem em interfaces, como
entre solido e liquido (TRENTRIN et al., 2013; ARAUJO et al., 2013).

Os argilominerais modificados, como a vermiculita expandida, sdo usualmente
empregados como transportadores de farmacos, proteinas e substancias ativas, iSso ocorre
porque ha a possibilidade de incorporagdao de compostos organicos ou inorganicos a sua
estrutura (NIEN et al., 2011; AHMED et al., 2020). A incorporagiao em escala molecular de
um composto organico na estrutura inorganica da argila origina um material com
propriedades das duas fases, ou seja, um material organico antibacteriano pode ser
incorporado a estrutura de um argilomineral, aproveitando-se de suas caracteristicas fisicas
e quimicas (SAMLIKOVA et al., 2017).

Nos ultimos tempos, vdarias sinteses vém sendo estudadas buscando a liberagao
controlada dos compostos organicos antibacterianos, usando argilominerais, assim como
também a preparacao de materiais antibacterianos com cations inorganicos que atuam como
agentes antimicrobianos. Neste sentido vermiculitas trocadas com cations metalicos de Ag"
(MAGANA et al., 2008), Cu>* (DRELICH et al., 2011) ¢ Zn?>" (MALACHOVA et al., 2011)
foram obtidas e aplicadas no campo biolégico.

Holesova e colaboradores (2010) prepararam um organomineral formado pela juncdo
da vermiculita e do diacetato de clorexidina. O composto apresentou elevado potencial
antimicrobioldgico, inibindo o crescimento de grande variedade de microrganismos. Além
disso, foi comprovada sua eficiéncia contra bactérias Gram-positivas, como a Escherichia
faecalis e Gram-negativas, como a Escherichia coli.

Em outro trabalho, HoleSova e colaboradores (2014) sintetizaram um material
denominado organovermiculita com diferentes propor¢cdes massicas de diacetato de
clorexidina por meio de troca ionica. Esse material conseguiu inibir o crescimento bacteriano
contra bactérias gram-positivas e gram-negativas.

Gajdziok e colaboradores (2015) produziram um filme oral mucoadesivo de
carmelose com clorexidina e vermiculita que foi capaz de liberar o medicamento exatamente

na area do alvo da infec¢do oral, mostrando-se adequado para uso clinico.
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Samlikova e colaboradores (2017) prepararam um adesivo oral mucoadesivo
formado por vermiculita e clorexidina. Os resultados apontaram que o material produzido
como aplicavel em odontologia devido a sua atividade antibacteriana de longo prazo,
podendo tratar doengas como a estomatite infecciosa.

Placha e colaboradores (2014) realizaram a modificagdo de vermiculitas utilizando
brometo de hexadeciltrimetilamonio e cloreto de hexadecilpiridina. Os materiais obtidos
foram avaliados quanto a sua atividade contra bactérias Gram-positivas, incluindo
Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae, e Gram-negativas, como Yersinia pestis,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. Os resultados demonstraram excelente
atividade inibitoria contra as bactérias Gram-positivas, enquanto nenhuma acdo
antibacteriana foi observada contra as Gram-negativas.

Barabaszova e colaboradores (2019) sintetizaram um nanocompdsito de 6xido de
zinco, vermiculita e clorexidina por meio de um método ultrassonico para uso como agente
bacteriano. Todas as amostras produzidas tiveram um rapido efeito antibacteriano e duragao
de longo prazo, mostrando eficiéncia frente a outros métodos.

Hundakové e colaboradores (2011) produziram um nanomaterial com vermiculita e
compositos de polietileno e aplicaram como agente antibacteriano. Os estudos comprovaram
que o material possui efeito inibitério contra bactérias Staphylococcus aureus, Escherichia
faecalis e Escherichia coli.

Tian e colaboradores (2023) sintetizaram uma vermiculita rica em ferro, conseguindo
reconfigurar a fase mineral desse argilomineral a fim de utilizar a vermiculita como
nanoenzima. Nesse trabalho, os pesquisadores utilizaram um método nomeado de sal
fundido e a vermiculita apresentou atividade semelhante a peroxidase. O material apresentou
atividade antibacteriana, com quase 100% de degradacdo da bactéria Escherichia coli e
Staphylococcus aureus.

Xu e colaboradores (2013) produziram a vermiculita com acetato de clorexidina em
sua estrutura, com a finalidade de avaliar a sua atividade antibacteriana. Os resultados
obtidos indicaram que houve o acetato de clorexidina foi incorporado na intercamada da
vermiculita com sucesso e apresentou elevada atividade contra bactérias Gram-positivas e

Gram-negativas.

30



Capitulo 3 —

Metodologia experimental

31



3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL
3.1 Materiais e reagentes quimicos

A amostra de vermiculita com capacidade de troca cationica (CTC) de 110,7 cmol(+)
Kg™! foi proveniente da cidade de Santa Luzia — PB e usado sem purifica¢io prévia. Foram

utilizados os seguintes reagentes e solventes, todos sem purificagdo anterior:

o Agua destilada;

e Carvacrol (99%, massa molecular 150,22 g mol™!, CAS 499-75-2) foi fornecido pela
Sigma-Aldrich,

e Acido Nitrico da marca Vetec (65%), massa molecular 63,01 g mol’;

e Etanol, da marca Synth (99,5%), massa molecular 46,07 g mol’!;

e Nitrato de prata da marca Synth (99%), massa molecular 169,87 g mol!;

e Acetato de sédio trihidratado da Vetec (99%), massa molecular 136,08 g mol™;

e Nitrato de Sodio da Sigma-Aldrich reagente ACS (99%) massa molecular 84,99 g
mol!;

e Hidroxido de Sodio, da marca Synth (99%) massa molecular 40,00 g mol™!;

e Tampao PBS, Sigma Aldrich em forma de po, pH 7,4, com 0,05% de Tween® 20.

3.2 Ativagao acida da vermiculita

A vermiculita bruta foi ativada pela reacdo de 100 g do material com 500 mL de
solucdo aquosa de HNO3 a 1 e 2 mol L', O sistema foi mantido a temperatura de 80 °C sob
agitacdo continua por um periodo de 4 h (SANTOS et al., 2015). Os so6lidos obtidos foram
entdo lavados com agua destilada e secos em estufa a temperatura de 60 °C, em seguida
macerados e encaminhados para as caracterizagdes. Os materiais foram nomeados como V1

e V2. Um fluxograma do processo de ativagao pode ser visto na Figura 3.1.
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Figura 3.1 Fluxograma do processo de ativacdo acida da vermiculita bruta.

Fonte: Proprio autor.

3.3 Incorporagao de carvacrol nas amostras de vermiculita sddica e ativadas

Foram pesadas amostras de 100 mg de vermiculita e vermiculita ativada em HNO3
nas concentragdes de 1 ¢ 2 mol L'\, Em seguida, foram preparadas as solu¢des aquo-
etanolicas de carvacrol (dgua:etanol 1:1), na qual as quantidades de 6leo em 20 mL foram
de 0,5 mL e 1 mL. Em seguida se transferiu as massas de sélido para os erlenmeyers
contendo 20 mL das solu¢des aquo-etandlicas preparadas. Os sistemas argila/dleo foram
mantidos sob agitag¢do orbital em uma mesa de agitacdo por um periodo de 24 h a 25 °C. Na
sequéncia, os solidos foram recuperados por centrifugacao a 8500 rpm durante 10 min. O
material foi lavado trés vezes em dagua destilada, e novamente centrifugado, depois
transferido para estufa e secagem a 50 °C, seguido de etapa de desaglomerardo e

peneiramento com uma peneira de 200 mesh.

3.4 Técnicas de caracterizagao
3.4.1 Difratometria de Raios X (DRX)

Os padrdes de difracdo de raios X foram obtidos em um difratdmetro de raios X
modelo XDR-6000, marca Shimadzu, utilizando como fonte de radiagdo Cu Ko (A=10,15406

nm), operando com poténcia de 2 kVA, voltagem de 40 kV e corrente de 30 mA. Foram
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realizadas varreduras no intervalo de 20 entre 3 e 80°, com um passo de 0,02° e velocidade

de 0,5° min™'.

3.4.2 Espectroscopia de absor¢cao molecular na regido do infravermelho

Os espectros de absor¢ao da regido do infravermelho foram obtidos em um
espectrometro modelo Prestige — 21, da marca Shimadzu pela técnica da pastilha de KBr, na
propor¢do em massa de 1:100 de KBr. A varredura foi na regido de 4000 — 400 cm™, com

resolucdo de 4 cm™ e 30 scans de acumulacio.

3.4.3 Analise termogravimética (TG)

As curvas termogravimétricas foram obtidas em uma termobalanca, Shimadzu,

1

modelo TGA-50, sob fluxo na atmosfera de argonio de 100 mL min” e a razdo de

aquecimento de 10 °C min™!. A faixa de temperatura foi de 273-1200 K.

3.4.4 Analise elementar de carbono, nitrogénio e hidrogénio (CHN)

Os teores de CHN foram determinados em um analisador microelementar Perkin
Elmer, modelo PE 2400, pertencente ao laboratorio da central analitica do Instituto de

Quimica da USP, Sao Paulo.

3.4.5 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As imagens produzidas por MEV foram obtidas em um microscopio FEI Quanta FEG
250 MIRA3 LMH modelo Tescan, equipado com um espectrometro de raios X de energia

dispersiva Ametek (HX-1001) e detector Apollo X-SDD.
3.4.6 Medidas de potencial Zeta

O potencial zeta ({) das amostras foi medido num Zetasizer Nano ZS90 (Malvern
Instruments, UK). Foram preparadas suspensdes aquosas contendo 0,05 g L! dos solidos e
0,001 mol L' de NaNOjs cujos pHs foram ajustados nos valores necessarios para as medidas

utilizando solugdes de HNO; ou NaOH ambas nas concentragdes de 0,1 mol L.
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3.4.7 Composi¢do quimica

A composi¢do quimica das amostras de minerais de argila foi realizada por
espectrometria de absor¢ao atomica (AAS) usando um instrumento modelo Perkin-Elmer
5100 com uma chama de ar-acetileno, digestao prévia das amostras com uma mistura acida

de HF/HNO3 e HCI (reagentes PA).

3.5 Testes antibacterianos

As culturas bacterianas utilizadas foram a Escherichia coli (ATCC-25922) e
Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Os in6culos dessas cepas foram preparados em
concentracdo de aproximadamente 1.5 x 108 UFC mL™! (Unidade Formadora de Coldnia)

para uso no ensaio antibacteriano (CLSI, 2012).

O teste de difusdo em agar padronizado pela CLSI (Clinical Laboratory Standards
Institute) (CLSI, 2012). Inicialmente, ~50 mg das amostras de argila com e sem o carvacrol
foram prensadas em disco de 7 mm de didmetro e de aproximadamente 0.2 mm de espessura
e esterilizados. As cepas bacterianas (E. coli ou S. aureus) em concentragio de 1,5 x 10®
UFC mL" foram inoculadas em placa de Petri (90 x 15 mm) contendo o meio de cultura
Mueller-Hinton agar. Apos inoculacdo, foram adicionados os discos das amostras na
superficie da placa. Em seguida, as placas foram incubadas em estufas por 24 ha 37 °C. O
experimento foi realizado em triplicata. O diametro da zona de inibicao foi entdo medido em
acordo com o CLSI (CLSI, 2012). O tratamento estatistico das amostras foi realizado através

do calculo do desvio padrao.

3.6 Teste de emissdo do carvacrol

Os testes de liberagao cumulativa do cavacrol foram realizados de acordo com um
estudo anterior (Oliveira et al., 2024). Primeiramente, 50,0 mg de cada solido carregado com
carvacrol foi suspenso em 50,0 mL de tampao fosfato pH 7,4, sob agitagdo a 37 °C em estufa
a 160 rpm. Em intervalos de 24, 48 e 72 h, uma aliquota de 5,0 mL foi retirada e, em seguida,
a mesma quantidade de tampao fosfato foi adicionada ao sistema, mantendo-se o volume

constante.

As aliquotas foram analisadas para determinar a quantidade de carvacrol por

espectroscopia UV-Vis com comprimento de onda maximo de 275 nm (KEAWCHAOON e
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YOKSAN, 2011). Os experimentos foram realizados em triplicata e a quantidade liberada
do cavacrol liberado foi calculada de acordo com a Equagao 1 (ZHU et al., 2005; XU et al.,
2009):

C.=C+ 5—“25‘1 Ce Equagio 1
T

Em que C. ¢é a concentracdo correta do 6leo no tempo ¢, C;€ a concentragdo aparente
de 6leo no tempo ¢, V, € o volume da aliquota de solug¢ao contendo 6leo and Vr ¢ o volume

total do meio de liberacao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Difratometria de Raios X (DRX) e composi¢do quimica

Os padroes de DRX das amostras brutas e ativadas por 4cido, antes e depois da reagao
com o carvacrol, estdo presentes na Figura 4.1. Os padrdoes de DRX da fase Ver foram indexados
de acordo com a ficha ICDD 00-034-0166. A reflexdo principal ocorreu em 26 a 6,13° e foi
associada ao plano 002 e a uma distancia interlamelar (d) de 1,46 nm, caracteristica da presenga
de duas camadas de 4gua na regido intercamadas do argilomineral (SANTOS et al., 2015;
VALASKOVA et al., 2020). Além disso, foi observada a presenga de hidrobiotita (Hb), de
acordo com a carta ICDD 00-049-1057 com reflexdes em 260 a 3,53° (~ d = 2,50 nm), 7,00° (d
= 1,26 nm), 25,46° (d = 0,349 nm) e 44,25° (d = 0,204 nm) (RITZ et al., 2014; VALASKOVA
et al., 2020). A reflexdo em torno de 2teta proximo de 60° (plano 060) indica amostra de Verm
trioctaédrica (rica em Mg) (RITZ et al., 2014; VALASKOVA et al., 2020).

Apos a ativacdo acida, foi observada uma diminui¢do na intensidade das reflexdes,
principalmente em relacdo a reflexdo do plano 002, com o aumento da concentragdo do acido
utilizado, indicando alguma modificacdo na camada octaédrica e tetraédrica (SANTOS et al.,
2015; WEGRZYN et al., 2018). Além disso, as reflexdes associadas a fase Hy, foram mantidas,

indicando a estabilidade quimica da Hy nas condigdes experimentais utilizadas.
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Figura 4.1 Difratogramas de raios X antes (i): (a) Ver, (b) VIM e (c) V2M; e apo6s interagdo
com carvacrol (ii): (a) Ver, (b) Ver/0,5Carv, (c) Ver/1Carv; (iii) (a) VIM, (b) VIM/0,5Carv,
(c) VIM/1Carv e (iv) V2M, (b) V2M/0,5Carv e (c) V2M/1Carv.

Para os hibridos com carvacrol, mesmo com o aumento da quantidade de 6leo nos
sistemas, ndo foram observadas alteracdes significativas no perfil do difratograma para todas
as amostras, sugerindo a interacdo desta molécula na superficie das vermiculitas. Esses
resultados estdo de acordo com estudos com outros 6leos essenciais na vermiculita, como

6leo essencial de limao e orégano (KOTHALAWALA et al., 2021; LI et al., 2021).
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As composi¢des quimicas das vermiculitas bruta e ativadas por &cido foram
apresentadas na Tabela 4.1. Considerando os valores de K>O (2,04%), o maior teor sugere
que a vermiculita pode conter impurezas de mica (JUSTO et al., 1989). Este resultado
concorda com estudos anteriores, que observaram que as vermiculitas da mina de Santa
Luiza sdo formadas pela mudanca de flogopita e biotita, ocorrendo principalmente em zonas
de complexos maficos, ultramaficos e carbonatiticos (SANTOS et al., 2014; RITZ et al.,
2013; VALASKOVA et al., 2018). Dada a presenca de outras fases, a formula quimica da
vermiculita ndo foi proposta, tendo em vista que uma andlise Rietveld junto com outras

analises adicionais seriam necessarias.

Apos a ativacao, o teor de SiO> foi maior a medida que a concentragdo de acido
aumentou com concomitante diminui¢ao dos teores dos 6xidos de Al, Mg e Fe indicando a
saida dos ions dos sitios tetraédricos (Al’") e octaédricos (AI’*, Mg*" e Fe*"). Este
comportamento foi extensivamente estudado e uma descri¢ao detalhada pode ser encontrada

na literatura (SANTOS et al., 2014; RITZ et al., 2013; VALASKOVA et al., 2018).

Tabela 4.1 Analise quimica e perda de fogo de vermiculita bruta e vermiculitas ativadas.

Solido SiOx(% ALO3(%) Fex03(%) TiOx(%) CaO(%) MgO(%) NaxO(%) K20 (%) PF** (%)

Verm 38,51 12,84 8,71 1,40 0,03 20,53 0,23 2,04 15,71
VIM 4928 8,72 7,92 1,02 <LD* 11,14 0,07 2,07 19,8
V2M 55,74 5,54 6,22 1,18 <LD* 733 <LD* 1,07 229

*LD — limite de detec¢o, ** PF - Perda ao fogo

4.2 Espectroscopia de absorc¢ao na regido do infravermelho (FTIR)

Os espectros de FTIR das amostras antes e depois da incorporagao de carvacrol sdo
mostrados na Figura 4.2. Inicialmente para a amostra Ver, o espectro mostrou uma banda
larga em 3450 e outra em 1650 cm™! associadas ao estiramento de OH do grupo silanol (Si-
OH) e OH da 4gua e deformacao da agua, respectivamente (RITZ et al., 2014; MADEJ OVA

etal., 2017). Outras absor¢des foram observadas em 1001, 679 e 454 cm™' e foram atribuidas
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ao estiramento Si-O e as deformacgdes Al-O-Si e Si-O-Si, respectivamente (SANTOS et al.,
2015; PENTRAK et al., 2018).

Nas amostras ap0s tratamento acido, foram observadas alteracdes nos espectros com
o aumento da concentracdo de 4cido, especialmente nas regides 1080 — 670 cm™. Novas
bandas em 1080 e 802 cm! relacionadas as vibra¢des de Si-O foram associadas a presenca
de silica amorfa, resultante do ataque acido a estrutura do argilomineral (SANTOS et al.,
2015; WANG et al., 2016). A absor¢do em 968 cm™ foi associada a presenca de Si-OH
(SANTOS et al., 2015; WANG et al., 2016).

Apos a incorporagdo do carvacrol, foram observadas novas absor¢des para todas as
amostras, indicando a presenca de carvacrol nas superficies. As bandas em 2964 e 2870 cm”
! foram atribuidas ao estiramento antissimétrico e simétrico do CH (LIN-VIEN et al., 1991;
OLIVEIRA et al., 2023). As bandas em 1588, 1504, 1460 e 1420 cm™! foram atribuidas ao
estiramento C=C no anel aromatico (LIN-VIEN et al., 1991; BERTUOLA et al., 2020). As
bandas em 1354, 1298 e 1253 cm’! foram atribuidas as deformacdes de metileno e C-O-H,
respectivamente (KEAWCHAOON e YOKSAN, 2011; ALTAN et al., 2018). A banda em
1173 cm! foi atribuida ao estiramento C-O (SOKOLIK e LELLOUCHE, 2018; FONSECA
et al., 2019). A banda em 812 cm™ foi associada a deformac¢io CH fora do plano no anel
aromatico (LIN-VIEN et al., 1991; BERTUOLA et al., 2020). Além disso, alteragdes nas
posicdes de algumas bandas da estrutura inorganica dos so6lidos apos a incorporacdo do
carvacrol. Por exemplo, a banda relacionada ao OH inicialmente presente em 3450 cm’!, foi
deslocada para baixas frequéncias (3411-3403 cm™!) em todas as amostras carregadas de
carvacrol, indicando a possivel intera¢ao entre o OH do argilomineral e grupos organicos na
molécula de carvacrol. Resultados semelhantes também foram observados para a interagdo

entre 0leo essencial de nerolidol e argila bentonita (OLIVEIRA et al., 2023).
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Figura 4.2 Espectros de FTIR para as amostras de vermiculita antes (i): (a) Ver, (b) V1 e (c)
V2; e depois da interacao (ii): (a) Verm, (b) Ver/0,5Carv, (¢) Ver/1Carv e (d) carvacrol; (iii)
(a) VIM, (b) VIM/0,5Carv, (c) VIM/1Carv e (d) carvacrol, e (iv) V2M, (b) V2M/0,5Carv,
(c) V2M/1Carv e (d) carvacrol.

4.3 Medidas de potencial Zeta

Os resultados das medidas de potencial Zeta sdo mostrados na Figura 4.3. Para a

amostra Verm, as medidas de potencial zeta sugerem uma superficie caracteristica da

42



vermiculita com uma carga negativa em quase toda faixa de pH, e com um ponto de carga
zero (pHrcz) de 3.18, como sugere estudos anteriores (TRAN et al., 2015; AHMED et al.,
2020).

Para amostras ativadas com 4&cido nitrico, a superficie permaneceu carregada
negativamente em ampla faixa de pH e positivamente acima de pH < 2,15, especialmente
para a amostra V2M. Comportamento semelhante foi observado para todas as amostras
carregadas de 6leo sugerindo que interagdes eletrostaticas entre o 6leo e a superficie ndo sdo

dominantes no presente caso.
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antes e ap0s interacdo com o carvacrol (i1) Verm, (ii1) VIM e (iv) V2M.

43




4.3 Termogravimetria (TG)

A analise termogravimétrica das amostras antes e apos a ativacao acida e incorporagao
do 6leo sdo observados na Figura 4.4 e resumida na Tabela 4.2. Para a amostra Verm,
foram observados trés eventos de perda de massa, sendo o primeiro e o segundo evento,
por volta de 25 — 132 °C e 132 — 230 °C, respectivamente, associados a saida de agua
fissisorvida e da regido interlamelar, respectivamente (BALIMA et al., 2015; SU et al.,
2016). J& o terceiro evento, por volta de 500 — 1000 °C estd relacionado tanto a
desidroxilagdo da argila (BALIMA et al., 2015; SU et al., 2016). Para as amostras
ativadas com &cido, foi observado um perfil semelhante, com dois eventos de perda de
massa. O primeiro evento em torno de 25 — 230 °C foi atribuido a saida de 4gua, com
teores 13,5 e 13,2% para VIM e V2M respectivamente, indicando a elevada hidratagao
das argilas ativadas (PEREZ-MAQUEDA et al., 2012). Ja o segundo evento, em torno
de 230 — 1000 °C foi associado a desidroxilagdo (PEREZ-MAQUEDA et al., 2012;
HASHEM et al., 2015).
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Tabela 4.2 Resumo das perdas de massa e intervalos de temperatura para eventos na decomposi¢ao
térmica para as vermiculitas e hibridos vermiculitas/carvacrol.

Amostras Eventos T (°C) Perda de massa

(o)

Verm | 25-132 8,7

II 132 -230 1,6

I 500 - 1000 4,0

Verm/0.5Carv I 28 — 142 10,1
II 142 - 230 2,2

I 230-380 2,1

v 500 - 1000 4,5
Verm/1Carv I 27 — 146 11,2
11 146 — 225 2,0

111 225 -380 2,7

v 500 — 1000 4,6

VIM I 25-230 13,5

II 230 - 1000 4,2
VIM/0.5Carv I 30-200 10,2
II 200 —300 1,3

11 300 — 1000 8,5
VIM/1Carv I 30-205 10,9
II 205 —-302 1,2

I 302 — 1000 8,6
V2M I 26 —230 13,2

II 230 — 1000 4,7

V2M/0.5Carv I 30-215 14,1
II 215-300 1,7

111 300 - 1000 8,3
V2M/1Carv. I 35-230 23,6
II 216 —-300 1,9

I 300 - 1000 8,0
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Ap0s a incorporagdo do carvacrol, mudangas no perfil da TG foram observadas para
todos os hibridos formados, principalmente em relacao ao teor de perda de massa do primeiro
evento observado. Por exemplo, para os hibridos Verm/Carv, Figura 4.4 (b), o primeiro
evento de perda de massa foi entre 27 — 142 °C, com teores de 10,1 e 11,2% para
Verm/0.5Carv e Verm/1Carv respectivamente, superior o teor em massa da amostra Verm.
Tal fato pode estar associado, tanto a desidratacdo do material quanto a saida do oleo
essencial volatil (TENCI et al., 2017; ESSIFI et al., 2022). Além disso, ha dois eventos por
volta de 142 — 230 e 230 — 280 °C, com teores de 2,2; 2,0; 2,1 e 2,7% para Verm/0.5Carv e
Verm/1Carv respectivamente, associados a residual saida do 6leo e desidroxilagdo do

material (PEREZ-MAQUEDA et al., 2012; ESSIFI et al., 2022).

Para os hibridos VIM/Carv e V2M/Carv, um perfil similar foi observado,
apresentando trés eventos de perda de massa, com o primeiro por volta de 30 — 200 °C
atribuidos a desidratacdo do material e saida do carvacrol, cujos teores foram de 10,2; 10,9;
14,1 e 23,6% para os hibridos VIM/0.5Carv, VIM/1Carv, V2M/0.5Carv ¢ V2M/1Carv,
respectivamente. O segundo e terceiro evento em torno de 200 — 300 e 300 — 1000 °C foram

atribuidos a saida residual do 6leo e desidroxilacao dos solidos.

4.5 Analise elementar de CHN

A quantidade de carvacrol em todos os sistemas foi quantificada por andlise
elementar de CHN, e os resultados sdo apresentados na Tabela 4.3. Os dados indicaram que
a quantidade de carbono aumentou com o aumento do 6leo utilizado nas preparagoes.
Maiores teores de carbono foram observados para Ver/1Carv, VIM/I1Carv e V2M/1Carv
com 1,00, 6,02 e 8,15%, e corresponderam a 0,83, 5,01 ¢ 6,79 mmol de carbono por grama
de amostra de argila, respectivamente. Os dados sugerem que a ativacao acida melhorou a
interagdo/incorporagdo do carvacrol nas amostras. Além disso, considerando que cada
molécula de oleo contém 10 atomos de carbono, as quantidades maximas de carvacrol
incorporadas foram 0,08, 0,51 e 0,67 mmol de carvacrol por grama de s6lido, indicando boa
interagdo do carvacrol com a vermiculita, especialmente as amostras ativadas. Estudos
mostraram que a ativagao acida modificou a superficie do argilomineral, ou seja, induzindo
a formacgao de grupos silanois, o que melhora a reatividade das matrizes ativadas utilizando

acidos minerais ou organicos (STAWINSKI et al., 2016; SILVA et al., 2018).
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Tabela 4.3 Anélise elementar de carbono (C), hidrogénio (H), nitrogénio (N) expressa em

porcentagens e mmol g e quantidade de grupos organicos (q) em solidos com carvacrol.

Amostra C

Ver/carv0,5 0,71
Ver/carvl 1,00
V1M/carv0,5 5,12
V1M/carvl 6,02
V2M/carv0,5 6,14
V2M/carvl 8,15

H N C q

% mmol g’!
1,40 -- 0,60 0,06
1,62 -- 0,83 0,08
1,88 - 4,26 0,42
2,02 - 5,01 0,51
2,26 -- 5,12 0,51
2,09 - 6,79 0,67

4.6 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As imagens de MEV das amostras iniciais, apds a ativagao acida e incorporacao de

carvacrol, sao mostradas na Figura 4.5. Para a amostra bruta, figura 4.5 (i), as imagens de

MEV mostraram um perfil tipico do argilomineral como placas (WANG et al., 2016;
WEGRZYN et al., 2018). Apos a ativagdo acida da amostra Ver, Figura 4.5 (iii) e (v), a

morfologia foi mantida com formacao de blocos irregulares, com bordas desorganizadas. O

mesmo comportamento foi relatado anteriormente (SANTOS et al., 2015; WANG et al.,
2016; STAWINSKI et al., 2018; WEGRZYN et al., 2018). Apds a incorporagio do

carvacrol, Figura 4.5 (ii), (iv) e (vi), respectivamente, as amostras apresentaram o mesmo

formato de placa, porém foi observada maior dispersao das particulas.
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Figura 4.5 Imagens de MEV para (1) Verm, (ii) Verm/1Carv, (ii1) VIM, (iv) VIM/ICarv,
(v) V2M e (vi) V2m/1Carv.

4.7 Espectroscopia de energia dispersiva (EDS)

Os espectros de EDS das amostras antes e ap0ds a ativacao com acido sdo mostradas
na Figura 4.6. Nos espectros de EDS da amostra Verm, foi observado a presenga de Si, O,
Mg, Al, Fe, K, e tracos de Ti, os quais sdo elementos tipicos presentes na estrutura da
vermiculita (LONG et al., 2014; HASHEM et al., 2015; SANTOS et al., 2015) . No entanto,
para as amostras ativadas, mudangas nos teores desses elementos foram observadas. Por
exemplo, se detectou uma diminui¢do dos teores dos elementos Mg, Al, Fe, K e auséncia de
Ti, acompanhado de um aumento de Si, com o aumento da concentracdo do &cido na
ativacao. Esse fato estd em acordo com estudos anteriores, que indicam que a ativagao acida
remove certos elementos, alterando assim a estrutura da argila (CHMIELARZ et al., 2010;
PEREZ-MAQUEDA et al., 2012; SANTOS et al., 2015; KOMADEL, 2016).
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Figura 4.6 Espectros EDS para (a) Verm, (b) VIM e (¢) V2M.

Tomando por base a espessura da camada 2:1 da argila que ¢ de ~0.92 nm (SU et al.,

2016), o tamanho do carvacrol (0.83 nm e 0.45 nm, que foi estimado pelo software Spartan
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14 Wavefunction, Inc. Irvine, CA, USA) e dados de DRX, sem mudancgas nos valores da
distancia interlamelar, indica que o dleo, preferencialmente interagiu na superficie da argila

conforme ilustrado na Figura 4.7.
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Figura 4.7 (a) Estrutura planar da molécula de carvacrol e proposi¢cdo do carvacrol nas
amostras (b) bruta e (c) ativadas por acido. Os ions dos sitios tetraédricos e octaédricos ndo
estao destacados, assim como a presenca de defeitos nos sitios tetraé¢dricos ndo foi avaliada
com base nos resultados obtidos.

4.8 Resultados de liberagao do 6leo essencial

Os resultados da liberagao cumulativa de carvacrol das amostras de 6leo, carregadas
com solugdo tampao PBS em pH 7,4 em 12, 24, 48 ¢ 72 h estdo presentes na Figura 4.8. Para
todos os sistemas, foi observado um perfil de liberagao semelhante e uma taxa de liberagao
constante em todos os intervalos. (12 — 72 h). Nas amostras derivadas da Verm, as liberagdes
foram de 0,5 ¢ 0,9 mg de 6leo por grama de solido de Ver/carv0,5 e Ver/carvl,
correspondendo a 5,5 e 7,5%, respectivamente, apds 12 h. Para as amostras V1M/Carv e
V2M/Carv, a maior liberagdo em 12 h foi de 2,50; 5,43; 4,03 ¢ 8,18 mg g’!, correspondendo
a 4,0; 7,0; 5,2 e 8,1% respectivamente. Os resultados sdo semelhantes a outros estudos de
argilominerais com 6leos essenciais como carvacrol, cinamaldeido, dialil dissulfeto, eugenol
e timol com montmorillonita (BERNARDOS et al., 2019), 6leo de laranja e 6leo de tomilho
com halloysita e montmorilonita (SAUCEDO-ZUNIGA et al., 2021) e 6leo essencial de
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nerolidol com argila bentonita (OLIVEIRA et al., 2023). Ap6s um periodo de 72 h, esses
valores permaneceram praticamente inalterados para todos os sistemas, indicando uma

liberagdo lenta do carvacrol.
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Figura 4.8 Perfis de liberagdo de carvacrol em meio PBS em pH 7,4 e 37 -C dos sistemas
carregados a partir de (i) 0,5 mL e (ii) 1 mL do carvacrol.

4.9 Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana dos hibridos formados contra S. aureus e E. coli foi
avaliada pelo método de difusao em agar durante intervalo de 24 h. As imagens do diametro
de inibi¢do e um resumo do teste sdo mostrados na Figura 4.9 e na Tabela 4.4,
respectivamente. Inicialmente, para as amostras Verm, VIM e V2M ndo apresentaram perfil
ativo em suas zonas de inibi¢do para ambas a bactérias. Resultados similares foram
observados em outros estudos como para cobre vermiculita (DRELICH et al., 2011),
bentonita modificada com clorexidrina (OLIVEIRA et al., 2023) e fibras de halloisita
contendo acido latico (CARVALHO e COIMBRA, 2023).

Os hibridos contendo carvacrol mostraram um perfil ativo em suas zonas de inibigao,
principalmente para os hibridos com maiores quantidades do 6leo, apresentando valores de
diametro de inibi¢do superiores ao controle positivo conforme os resultados apresentados na
Figura 4.9 e na Tabela 4.4. Por exemplo, os valores de didmetro de inibi¢do para as amostras

Verm/1Carv, VIM/1Carv ¢ V2M/1Carv foram de 13, 27 e 32 mm, contra a S. aureus ¢ 12,
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25 e 28 mm, contra a E. coli, indicando que a cepa Gram positiva foi mais sensivel a esses
hibridos. Resultados similares foram observados na incorporagdo de carvacrol em terra
diatomita que obtiveram diametros de inibicdo de 28 e 24 mm contra S. aureus e E. coli,

respectivamente (WU et al., 2023).

Tabela 4.4 Valores do didmetro da zona de inibicdo para controle positivo (tetraciclina),
Verm, VIM, V2M e seus hibridos com carvacrol apds 24 horas.

Diametro da zona de inibi¢ao (mm)

Amostras S. aureus E. coli
Controle (+) 16 £1 17 £1
Verm -- --
Verm/0.5Carv 10+1 9+0.5
Verm/1Carv 13+0,5 12+1
VIM - --
VIM/0.5Carv 15+2 14+£1.5
V1IM/1Carv 27+1 25+1,5
V2M -- -
V2M/0.5Carv 21+£1,5 2242
V2M/1Carv 32+1 28+2
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Figura 4.9 Diametro das zonas de inibicdo de crescimento para (a) controle positivo
(tetraciclina), Verm, VIM e V2M, (b) Verm/0,5Carv, (c) Verm/1Carv, (d) VIM/0,5Carv,
(e) VIM/1Carv, (f) V2M/0,5Carv e (g) V2M/1Carv contra as bactérias (1) S. aureus e (i) E.
coli apds 24 h.

4.10 Espectros de FTIR apds a liberagao do carvacrol

Os espectros de FTIR dos hibridos apos a liberagdo do carvacrol sdo mostrados na

Figura 4.10, indicando um perfil similar para todos os solidos. No entanto, foi observado
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uma diminui¢ao ou até mesmo o total desaparecimento das bandas relacionadas ao carvacrol,
indicando a perda da molécula pelos solidos. De fato, se esperava uma redugdo na
intensidade das bandas tomando por base que parte do carvacrol ainda permanece presente
na superficie. Esse fato pode ter relacdo com sucessivas lavagens dos solidos, as condigdes
de secagem e de armazenamento dos materiais antes da andlise. Neste sentido uma

alternativa para melhor entendimento dos sistemas seria a realizacdo de analise CHN dos

varios solidos apds o ensaio de liberacao.
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Figura 4.10 Espectros de FTIR apo6s liberagdao de carvacrol para (i): (a) Verm/0.5Carv e (b)
Verm/1Carv; (ii): (a) VIM/0.5Carv e (b) VIM/1Carv; e (iii): (a) V2M/0.5Carv e (b)
V2M/1Carv.
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5.0 CONCLUSOES

Nesse estudo, a incorporagdo de carvacrol em vermiculita sem e com ativagao em
presenca do acido nitrico foi investigada e os materiais avaliados por técnicas de
caracterizacao de longo e curto alcance. A interacao do carvacrol ocorreu preferencialmente
na superficie de ambas as argilas, bruta e ativadas com acido, conforme os resultados de
difratometria de Raios X e espectroscopia na regido do I'V. No entanto, maiores quantidades
do composto de bioativo foram incorporadas nas vermiculitas ativadas com acido em acordo
com as medidas de andlise elementar de CHN e TG. O perfil de liberagcdo dos materiais foi
similar, apresentando lenta liberacdo do composto bioativo. A atividade antibacteriana dos
hibridos apresentou perfil ativo em suas zonas de inibi¢do contra ambas as cepas testadas,
com valores de diametro de inibi¢do superior ao controle positivo, para os hibridos com
maiores quantidades do 6leo. Esses resultados indicam que a vermiculta bruta e ativada com
acido podem ser usadas como efetivo carreador de carvacrol, permitindo a manutengdo da

ac¢ao antibacteriana do carvacrol.

5.1 Perspectivas
Como sugestoes para futuras investigagdes sugere-se:
- Aplicar outros 6leos essenciais para interagir com as matrizes,

- Avaliar a atividade antioxidante dos diversos sistemas obtidos e

- Avaliar a atividade antifiingica dos sistemas desse estudo.
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