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RESUMO

Materiais porosos hierarquicamente estruturados foram eficientemente sintetizados
usando nanoesferas de poliestireno como direcionadores de macroporos,
copolimero em tribloco plurbnico F127 como direcionador de mesoporos,
tetrametilortosilicato como fonte de silica e etanol como cosurfactante. Os materiais
obtidos foram caracterizados através de difracdo de raios-X a baixo angulo, analise
térmica, adsorcdo de N,, porosimetria de mercario, microscopia eletrbnica de
varredura, microscopia eletronica de varredura de alta resolugdo, microscopia
eletrbnica de transmisséo e microscopia de forca atdmica. Estes materiais consistem
de um sistema de macroporos com diametro de aproximadamente 300 nm com
paredes preenchidas por mesoporos cujos diametros meédios sdo da ordem de 5 nm.
Os materiais também apresentam microporosidade, mas de forma nao-cristalina. Os
materiais hierarquicos sintetizados foram obtidos na forma de p6 e ainda sob a
forma de monolitos, mostrando ser possivel gera-los de acordo com necessidades
especificas. Os difratogramas de raios-X indicam que pelo menos uma amostra
apresenta estrutura Fm3m, a qual consiste de mesoporos organizados em um
arranjo cubico de face centrada. As analises de microscopia eletrénica de varredura
de alta resolucéo revelam que a silica forma uma estrutura em espécie de envelope
em torno das nanoesferas de poliestireno, dando origem a outros sitios
macroporosos. Isto implica na formacéo de sistemas de canais possuidores de dois
tipos de macroporosidade. Os materiais hierarquicamente estruturados
apresentaram areas superficiais, calculadas pelo método de BET, de até 469 m?g™,
e area superficial de macroporos de 55 m?.g™*. Os materiais mostram-se ainda Uteis
na imobilizacdo enzimatica (HRP — peroxidase de raiz forte), mas problemas
possivelmente relacionados a complexidade do material afetaram a atividade do

biocatalisador.

Palavras-chave: Materiais hierarquicamente estruturados. Materiais porosos.
Mesoporosidade. Macroporosidade. Imobilizacdo enzimatica. Peroxidase.



ABSTRACT

Hierarchical silica porous materials have been successfully synthesized using
polystyrene nanospheres as macropore template, triblock copolymer Pluronic F127
as mesopore template, tetramethyl orthosilicate as silica source and ethanol as
cosurfactant. The obtained materials were characterized by XRD, TG-DTA, N
adsorption, Hg porosimetry, SEM, HRSEM, TEM and AFM. These materials consist
of a system of macropores with diameters of ca. 300 nm whose walls are filled with
mesoporous material with an average pore of diameter 10 nm. The materials are also
integrated with non-crystalline micropores. The synthesized hierarchical materials
have been obtained both as powder and as monoliths, which shows that this material
can be generated according to specific necessities. The XRD pattern indicates one
sample with structure Fm3m, which consists of the mesopores organized in a face-
centred cubic arrangement. High-resolution scanning electron microscopic analyses
revealed silica forming envelope-like structure around the polystyrene nanospheres,
giving rise to other macroporous sites. This fact implies the formation of channel
systems in which two macropores types co-exist. The hierarchical porous materials
exhibited a BET surface area up to 469 m? g, and macroporous area of 55 m? g*.
The synthesized materials have also been suitable as support for enzyme
immobilization (HRP — horseradish peroxidase). However, problems possibly related

to the high complexity within the materials affected the biocatalyst activity.

Keywords: Hierarchical porous materials. Porous silica materials. Mesoporosity.

Macroporosity. Enzyme immobilization. Peroxidase.
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1 INTRODUCAO

Em sua famosa palestra proferida para Sociedade Americana de Fisica
em dezembro de 1959, Richard Feynman, um dos precursores da nanotecnologia,
expbs, décadas a frente de seu tempo, o futuro da miniaturizacdo. Fazendo a
indagacéao: “Por que nao podemos escrever o0s 24 volumes da enciclopédia britanica
na cabeca de um alfinete?’[1], ele desafiou 0os novos cientistas de entdo a
navegarem no pouco conhecido mundo da nanoescala. A Nanotecnologia € hoje um
dos principais focos das atividades de pesquisa, desenvolvimento e inovagdo em
todos os paises industrializados. Os investimentos na area tém sido crescentes e
atingiram, mundialmente, um valor de 5 bilhdes de ddlares em 2002. Ja ha alguns
produtos industriais nanotecnolégicos e o seu numero aumenta rapidamente.
Estima-se que, de 2010 a 2015, o mercado mundial para materiais, produtos e
processos industriais baseados em nanotecnologia sera de 1 trilh&o de dolares [2]. A
nanotecnologia tem atraido a atencdo da comunidade cientifica ndo apenas pelo
fascinio que o tema exerce, mas principalmente pela ampla janela de propriedades
gue determinados materiais podem apresentar a partir de uma organizacdo em
escala nanométrica. Esta mesma abordagem encontra espagco para arranjos de
poros cujos diametros apresentam-se dentro de uma faixa compativel com a de
nanomateriais e, portanto, pode-se esperar que materiais porosos desta natureza
apresentem propriedades Unicas, de modo que a geragcao de materiais que possuam
diferentes sistemas de porosidade, ou seja, arquiteturas e/ou dimensdes diferentes

podem fazer com que novas e intrigantes propriedades sejam geradas.

1.1 Um mundo hierarquicamente estruturado

O termo “hierarquico” origina-se das palavras gregas gpol~hieros =
sagrado e apyw@—arkho = regra, ou seja, “regra sagrada” [3]. Estruturas hierarquicas
podem ser encontradas em muitas areas e, em especial, no mundo bioldgico
exibindo propriedades fascinantes. Em geral, esses tipos de estruturas estao
conectados em diferentes escalas de comprimento, caracterizando um sistema. Os
diferentes niveis hierarquicos aliados as interconexdes desempenham um papel
crucial nas funcbes que esses materiais possam vir a desempenhar. A natureza

mostra que as propriedades quimicas e mecanicas podem ser moduladas por um
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arranjo adequado da matéria, e essa organizacdo faz com que as atividades
desempenhadas por tais sistemas sejam maximizadas.

Diversos exemplos de estruturas hierarquicas podem ser encontrados na
natureza. De fato, um olhar minucioso na forma em que sistemas completamente
diferentes funcionam, como por exemplo, uma folha (Figura 1a) e o rio Amazonas
(Figura 1b), revela comportamentos que seguem um mecanismo hierarquico. A
mesma logica é adotada pelo homem na constru¢cdo de cidades (Figura 1c), e
também pode ser observado em outros exemplos como raizes, pulmdes, células

nervosas (Figura 1d-f) etc.

Figura 1. Exemplos de estruturas hierarquicas encontradas no dia-a-dia: a) folha, b) rio (foto
de satélite), c) ruas de uma cidade, d) raizes, e) pulméao e f) sistema nervoso.

1.2 Materiais hierarquicamente estruturados

Um tipo de estrutura hierarquica que apresenta destaque em virtude de
suas propriedades sdo os materiais hierarquicos com estrutura porosa.

Materiais porosos séo Uteis para uma grande variedade de aplicacées,
tais como catalise heterogénea, adsorcdo e separacdo molecular. A sintese,
caracterizacdo e aplicacdes de materiais porosos microcristalinos na faixa de
microporos (< 2 nm) sao bastante desenvolvidos e tém sido objeto de muita
pesquisa ao longo das ultimas trés décadas [4].

Em 1992, cientistas do centro de pesquisas Mobil Oil, liderados por Beck

[5], relataram a sintese de uma nova familia de peneiras moleculares mesoporosas:
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M41S — materiais mesoporosos MCM (Mobil Crystalline Materials [6]) altamente
ordenados, silicatos mesoporos com tamanhos de poros maiores que 2 nm, com
sistemas de canais regulares e bem definidos, obtidos por meio da cristalizacao de
géis de aluminossilicatos ou silicatos em uma solucdo concentrada de ions
alquiltrimetilamoénio. Independentemente dos pesquisadores da Mobil, Yanagisawa
et al. [7] descobriram uma maneira de sintetizar silica mesoporosa, os chamados
materiais FSM. No entanto, o processo de sintese destes ndo envolvia 0 mecanismo
de replicagdo, ou seja, as estruturas formadas ndo eram decorrentes do
direcionamento de “moldes” moleculares. Muitos resultados na area de materiais
mesoporosos tém sido publicados, em especial os que tratam da sintese e dos
mecanismos de formacdo dos materiais da familia M41S (MCM-41, MCM-48 e
MCM-50) [8], bem como materiais SBA e MSU [6]. Desde entéo, um vasto volume
de pesquisa tém sido acumulado.

Embora n&o haja um completo entendimento dos mecanismos de
formacgdo, a estrutura e a forma destes materiais baseiam-se na interface organica-
inorganica [8]. Uma rota baseada em surfactantes agindo como agentes
direcionadores de estrutura (SDA) produz materiais mesoporosos com limitacdo dos
tamanhos de poros de até 30 nm [4, 9, 10]. O desenvolvimento de materiais porosos
ordenados com tamanhos de poros acima de 50 nm (macroporos) foi relatado pela
primeira vez usando SDA coloidais, por exemplo, esferas de poliestireno em solucao
coloidal [11, 12] e gotas de 6leo em emulsdo “6leo em agua” [13]. Em seguida,
varios autores reportaram a sintese de materiais macroporosos usando géis
poliméricos, vesiculas, espumas, bactérias e até cristais de gelo como SDA [12-15].
Estes trabalhos demonstraram a sintese de materiais macroporosos ordenados com
tamanhos de poros em uma Unica escala. Esses materiais sdo produzidos a partir de
sistemas auto-organizados, tais como surfactantes e sistemas biolégicos como
moldes para a deposicdo dos materiais inorganicos. Esses materiais, no entanto,
sdo inadequados para agirem como suportes para catalise heterogénea devido as
suas baixas areas superficiais.

A introducédo de uma faixa de poros partindo da macroescala (> 50 nm),

passando pela mesoescala (2-50 nm) até a microescala (<0,2 nm) de forma

" De acordo com a definicio da IUPAC, materiais porosos séo divididos em trés diferentes classes,
dependendo dos seus tamanhos de poros. Materiais mesoporos sdo descritos como aqueles cujos
didametros de poros encontram-se na faixa entre 2 e 50 nm. Solidos com um didmetros de poro
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ordenada € importante para aplicacdes especificas como, por exemplo, catalise
seletiva de forma e peneiras bio-moleculares [16]. Desta forma, poderia ser formado
um sistema poroso em duas ou trés diferentes escalas com estrutura ordenada e
interconectividade entre poros em uma arquitetura hierarquica. Para se ter uma idéia
da importancia tecnoldgica destes tipos de materiais, a eletrbnica quantica e
sistemas de comunicacdes Opticos, por exemplo, requerem microcavidades
construidas de materiais dielétricos com composicao ajustavel e periodicidade de
diferentes magnitudes. No entanto, a fabricacdo de tais estruturas com periodicidade
em trés dimensfes e tamanhos caracteristicos abaixo de 1 mm permanecem um
desafio experimental [12, 17].

Para aplicacdes cataliticas, onde as moléculas dos reagentes necessitam
acessar prontamente o interior dos poros, onde a area interna deve ser maximizada,
uma estrutura de poros ramificados com tamanhos elevados levando a tamanhos
cada vez menores é desejado [4]. Esse tipo de material apresenta uma estrutura
hierarquica. Muitos métodos de sintese para produzir este tipo de estrutura séo
trabalhosos [18] e apresentam-se em processos que envolvem varias etapas e,
consequentemente ha um impeto para o desenvolvimento de rotas sintéticas
economicamente mais acessiveis, isto €, envolvendo poucas etapas e em baixas
temperaturas [16].

A maioria dos métodos empregados para produzir materiais hierarquicos
da origem a solidos macroporos ordenados, mas sem meso- ou microporosidade. A
introducdo de meso- e microporosidade (ou ambas) em uma estrutura macroporosa
foi reportada ha poucos anos onde se fez uso de uma combinacdo de amina
guaternaria organica (surfactante) e esferas de poliestireno como SDA em processo
de sintese com poucas etapas [16]. A formacdo destes materiais segue um
mecanismo de interacdes de cooperacado entre SDAs organicos, idnicos ou nao, e
precursores inorganicos em solucdo aquosa [4]. H& parametros muito importantes
gue devem ser controlados, por exemplo, os tamanhos de poro, tamanhos das
janelas de interconexdo, o ordenamento dos macro- e mesoporos (hexagonal,
cubico, lamelar), e dos microporos (zeolitico, 6xidos densos), e area superficial.
Holland et al. [19] publicaram um trabalho demonstrando a sintese de um material

gue apresenta macroporosidade e parede zeolitica usando esferas de poliestireno e

inferiores a 2 nm ou maiores que 50 nm pertencem as classes de materiais micro- € macroporosos,
respectivamente.
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aminas organicas como SDA. De modo semelhante, Danumah et al. [20] relataram a
producéo de materiais macroporosos com paredes mesoporosas (MCM-48). Estes
materiais exibiram elevadas areas superficiais devido a mesoporosidade, mas
nenhuma interconexao entre 0s macroporos, cuja ordenacdo também se mostrou
limitada. Yang et al. [21] obtiveram sucesso ao introduzir porosidade em trés
diferentes escalas de comprimento partindo de macro escala, via meso- até micro-,
usando filmes de silica obtidos por processo sol-gel. Esse processo mostrou-se
eficiente para producéo de filmes com aplicacées no campo da optoeletrénica, mas
ndo é adequado para aplicacbes quimicas em grandes escalas. Sen et al. [4, 9],
demonstraram a producdo de materiais hierarquicamente estruturados usando
esferas sintéticas de poliestireno para produzir macroporosidade controlada,
tridimensionalmente conectada (300 nm — 1 um), macromoléculas de copolimeros
em bloco nédo-ibnicas para produzir porosidade na mesoescala (aproximadamente
10 nm), e direcionamento de estrutura individual de polimeros para originar
microporos (< 1 nm) em um processo de sintese relativamente simples.

Novas aplicacdes de materiais mesoporos e a sintese de novos materiais
com meso-estrutura, assim como micro-estrutura, requerem um amplo entendimento
dos mecanismos de formacédo. Além disso, uma investigacéo dos efeitos produzidos
pelos surfactantes e polimeros € importante tanto do ponto de vista teérico como
prético [15, 22, 23].

1.2.1 Métodos de sintese

Dentre os varios métodos desenvolvidos para a producdo de materiais
porosos, a estratégia que adota a fabricacdo por moldes pode proporcionar geracao
de uma vasta variedade de sistemas porosos com ampla faixa de tamanhos,
morfologias bem definidas em escalas de comprimento controlaveis e varias
funcionalidades quimicas que se encaixam nas necessidades de diferentes tipos de
aplicacoes [24, 25].

A sintese de estruturas mesoporosas de silica consiste da condensacéao e
polimerizacdo de fontes de silica (organica e inorganica) em torno das micelas dos
surfactantes. Se as interacfes entre o surfactante e o precursor inorganico nao
afetarem consideravelmente a organizacdo das micelas em solucédo, pode-se

esperar que esta organizacao venha a determinar a estrutura dos compostos finais

[6].
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Um pré-requisito para se obter uma réplica de silica inversa satisfatoria é
gue a fase soélida formada ap6s o processamento do precursor deve ocupar 0
maximo de volume do espaco intersticial no SDA [26, 27]. Em uma sintese
hidrotérmica tipica de materiais da familia M41S, a silica mesoestruturada é
precipitada de uma solucdo muito diluida [5] de modo que a fase do silicato solido
produzido ndo é suficiente para ocupar todo o espaco intersticial. Como resultado, a
integridade da estrutura porosa ordenada é reduzida. Isso também limita a
habilidade de se prever a topologia das mesofases [28].

Em geral, longos tempos de agitacdo e temperaturas relativamente
elevadas sao requeridos durante os processos de sintese, embora acima de 130 °C
mudancas estruturais relacionadas com a abertura de poros pode ser observada
[29].

1.2.2 Aplicacdes

Materiais com sistema de poros hierarquicos podem favorecer aplicacbes
gue se baseiam na rapida distribuicdo de moléculas para uma ampla area superficial
com o minimo de pressao aplicada, como a catalise heterogénea [30]. A arquitetura
especifica de sélidos porosos, as faixas de poros e suas distribuicdes, a orientacéo
dos poros, assim como as suas interconectividades, podem influenciar
significantemente na difusdo e na reatividade dos substratos. Moléculas
relativamente grandes passam rapidamente através do sistema de macroporos
conectados, enquanto moléculas menores podem ser diferenciadas pela seletividade
de tamanho e/ou de forma por meio dos micro- e mesoporos. Para processos de
transporte eficientes, os poros devem ser bem conectados em cada escala de
comprimento. Embora os poros menores fornecam as maiores fracGes de area
superficial, sdo eles também que impdem as maiores resisténcias difusionais. Tais
limitacbes podem ser reduzidas com a producdo de micro- e mesoporos mais

acessiveis e mantendo os caminhos de difusdo curtos no interior destes poros [26].

1.3 Agentes direcionadores de estrutura

Quando preciséo e velocidade sdo requeridas na geracdo de estruturas
moleculares altamente organizadas, pode-se recorrer as propriedades de auto-
organizacdo que algumas moléculas apresentam [31]. Métodos para moldar e
estruturar sélidos em objetos funcionais tém sido desenvolvidos e aperfeicoados,

com o objetivo de se criar caracteristicas sucessivamente mais complexas [32].
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A modelagem (da palavra inglesa templating), ou o direcionamento de
estruturas, pode ser definida como a imposicdo de limitagbes geométricas, ou a
introducdo da perda de conexdes entre os componentes, de maneira a limitar os
tipos de estruturas que um sistema pode formar [33]. Muitos conceitos de
modelagem podem ser melhor compreendidos através de uma analogia com o
processo centenario de manufatura de sinos. A producdo de sinos consiste em
processos de moldagem (Figura 2) [34]: i) um corpo solido é recoberto com argila
para dar origem ao sino “falso”. Nesta etapa, o corpo sélido age como um exo-
template; ii) o sino “falso” € usado novamente como um exo-template — ele é
recoberto com argila para dar forma a base. Tanto o sino “falso” quanto a base séo
entdo solidificadas por aquecimento. O sino “falso” é entdo extraido para formar o
molde; iii) O molde representa o endo-template, ou seja, ele é preenchido com o
metal fundido (geralmente bronze, uma liga metalica), o qual se solidifica apo6s
resfriamento. Apds a remocdo do molde o sino final € obtido. A manufatura de sinos
€ um processo de moldagens consecutivas, onde o produto obtido em uma etapa é
utilizado como molde em etapas subsequentes e faz uso, portanto de exo- e endo-

templates.
+ + —
- e
Corpo sélido + Sino “falso” + Base
1. exo-template 2. exo-template corpo solido/casca

1. Solidificagao
2. Extragao

1. Solidificagao
2. Extragao + =
- o
Sino final Corpo sélido/casca Molde
hibrida 3. endo-template

Figura 2. Processo de manufatura de sinos: exemplo classico de agentes direcionadores de
estrutura.
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Os conceitos de exo- e endo-templates, aplicados a materiais com
dimensbes nanoporosas, foram introduzidos por Antonietti et al. [35]. Endo-
templates sao preenchidos, enquanto exo-templates séo recobertos para produzir a
forma desejada. No caso de SDA bicontinuos esta distingdo nao é possivel. Para a
preparacdo de nano- e micro-estruturas, ha varios exemplos de exo e endo-
templates que tém sido utilizados para a sintese de particulas e estruturas porosas
desde a escala nanométrica até a micrométrica [36].

A Figura 3 apresenta exemplos de SDA comumente usados, organizados
de acordo com seus tamanhos. Eles cobrem escalas de comprimento desde alguns
Angstroms até dezenas de micrometros. Muitos desses SDA s&o formados por auto-
organizacdo ou pelo controle especifico da cinética de crescimento das particulas.
Isto se aplica tanto para nanotubos como para micelas, microemulsdes, ou

particulas de latex [36].

a ¢ 0 @ C

Silica fCtrlstans
mesoporosa OIONICOS

Zeodlita

‘. ' “ *

—nra

':‘ v %
Qe d Micela de

Molécula surfactante

Microemulsdo Micela At
polimérica ¢
Nanoesfera
de latex

Nanotubo

| l l l l l "

0.1 nm I nm 10 nm 100 nm I um 10 um 100 um

Figura 3. a) Materiais porosos com b) os respectivos SDA comumente usados, ordenados
de acordo com seus tamanhos e ¢) um exemplo biolégico. .

O direcionamento de estruturas em todas as escalas pode ser
acompanhado pela conexdo dos componentes de modo a limitar as formas que eles
se auto-organizam, ou ainda pela adigcdo de “guias” estruturais para controlar esta
auto-organizacao [33]. Auto-organizacao pode ser definida em sistemas moleculares
como um processo em que moléculas ou partes de moléculas espontaneamente

formam agregados ordenados, geralmente por interacdes ndo covalentes [37-39].
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1.3.1 Copolimeros em blocos

Moléculas anfifilicas desempenham um papel fundamental na biologia e
encontram amplo emprego em aplicacdes tecnoldgicas devido as suas habilidades
impares de se auto-organizarem em interfaces e solugdes e, portanto de modificar
as propriedades interfaciais e melhorar a compatibilidade ou particdo [40].
Copolimeros em blocos sdo exemplos de moléculas anfifilicas, e consistem de um
polimero hidrofébico que é covalentemente ligado a um polimero hidrofilico. Eles
possuem as mesmas caracteristicas das fases liotropicas de surfactantes e lipidios
de baixo peso molecular. Em meio aquoso, eles se auto-organizam em estruturas
micelares e fases liotrépicas [34].

Polimeros anfifilicos, em particular aqueles que consistem de um bloco
central de poli(6xido de propileno) (PO) e blocos terminais de poli(oxido de etileno)
(EO) (comercialmente conhecidos como Plurénicos e Superplurdnicos), exibem um
comportamento muito interessante em solucdo e tém sido objeto de diversos
estudos [34, 41-43].

Uma grande vantagem do uso dessa classe de surfactantes como
agentes direcionares de estrutura de solidos porosos, quando comparado com
surfactantes n&o-idnicos tipicos, € o elevado controle sobre as propriedades
anfifilicas que pode ser feito a partir da variagcdo (durante a sintese destes) do
tamanho e da razéo entre os blocos hidrofébicos e hidrofilicos. Aléem disso, estes
compostos apresentam baixa toxicidade sendo usados inclusive em produtos
farmacéuticos [43]. Os nomes comerciais dos principais copolimeros em blocos
utilizados como SDA séo: F127 [44-46], P123 [45-47], Brij 76 [28] e Brij 56 [26].

A baixas concentracdes, moléculas de surfactantes tendem a existir em
forma micelar, ndo havendo, portanto estruturas organizadas [45]. Para um
copolimero com uma dada composicdo de blocos e de peso molecular, o tipo de
estrutura obtida depende do diagrama ternario copolimero-agua-oéleo.

Para efeito de utilizacdo destes compostos como SDA na sintese de
estruturas porosas, é possivel controlar a morfologia e a periodicidade dos tamanhos
de poros através dos comprimentos dos blocos poliméricos e da concentracdo de
polimero [36]. As fases liotropicas sdo conservadas durante o processo de sintese
de estruturas inorganicas mesoporosas quando copolimeros em blocos sao
utilizados como SDA. Essa propriedade permite que se utilizem quantidades

especificas de reagentes, baseado na analise de seus diagramas de fase para se
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obter materiais porosos com determinadas fases cristalogréficas. Uma vez que uma
rica literatura de diagrama de fases de copolimeros em bloco pode ser encontrada,
esta abordagem pode permitir sintese de compostos inorganicos que apresentem
mesofases, através do controle antecipado da estrutura das fases liotrépicas [45,
48].

A Figura 4 mostra a progressao geral de fases em sistemas liotréficos:

PEO (hidrofilico) gage aquosa \}j_,‘ ,«-/{ )’;zﬁ
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Figura 4. Representagdo esquematica de diferentes fases de auto-organizacdo de
copolimeros em bloco em meio aquoso na presenca de solventes orgéanicos, formando fases
liquidas cristalinas liotropicas (LLCP) : a) representacéo geral de um copolimero em tribloco
em solugdo, b) solucdo micelar normal, c) LLCP cubica micelar normal (L1), d) LLCP
hexagonal normal (H1), e€) LLCP cubica bicontinua normal (V1), f) LLCP lamelar (La), g)
LLCP cubica bicontinua reversa (V2), h) LLCP hexagonal reversa (H2), i) LLCP cubica
micelar reversa e j) solugdo micelar reversa.
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1.3.2 Agentes direcionadores de estruturas macroporosas

Diversos materiais sdo usados como blocos de unidades bésicas para a
organizacdo de sistemas ordenados, o que inclui materiais inorganicos (silica e
titania, por exemplo) e materiais organicos (poliestireno e poliacrilato, por exemplo).
Esses ultimos tém a vantagem da flexibilidade quanto as rotas sintéticas, além de
poderem ser sintetizados na forma de nanoesferas [49]. Eles sdo comumente
preparados através de polimerizacdo em emulsdes [50, 51]. A habilidade de
particulas de latex monodispersas de se empacotar regularmente vem sendo
estudada e, portanto ndo surpreende o fato de a uniformidade de tamanho e de
forma desses materiais terem, recentemente, atraido a atencdo de diversos
quimicos da &area de materiais interessados em explorar suas propriedades na
geracdo de novas estruturas altamente ordenadas [52]. Ha inUmeras razdes para a
escolha de esferas coloidais monodispersas como alvo primario na obtencdo de
estruturas macroporosas. Em principio, as propriedades intrinsecas deste tipo de
nanoesferas podem ser estritamente controladas por meio da mudanca de alguns
parametros tais como: o diametro, a composi¢cdo quimica, a subestrutura do meio, a
cristalinidade (policristalino, monocristalino ou amorfo) e o grupo funcional superficial
(portanto a energia livre interfacial e a densidade de carga da superficie) [53].

A primeira etapa do processo de geracdo de SDA para materiais
macroporosos consiste do processo de aglomeracdo das particulas em uma matriz
cristalina coloidal 3D que ir4 servir como molde para a replicacdo de suas estruturas
ordenadas produzindo assim 0s materiais porosos. A formacéo da matriz cristalina a
partir de particulas monodispersas pode ser induzida pelo aumento da concentragcao
na vizinhanca de uma superficie plana, através de métodos de agregacdo, como 0s

mostrados na Figura 5.
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Figura 5. Principais métodos para gerar direcionadores de estruturas macroporosas: a)
sedimentacdo, b) centrifugacédo, c) filtracdo, d) deposicdo em 2D, e) preenchimento e f)

aplicacdo de pressao.
Os procedimentos envolvidos neste método para obtencdo de estruturas
macroporosas podem ser sumarizados em 4 etapas, como mostrado na Figura 6.

Nanoesferas: direcionadores de estrutura dos
macroporos

Preenchimento dos interticios
do aglomerado de nanoesferas

Composito
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Réplica inversa porosa

Figura 6. Esquema mostrando o procedimento geral para replicagéo de estrutura.
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Inicialmente, hda a infusdo do material nas cavidades da estrutura
ordenada dos SDA. Os intersticios do SDA s&o infiltrados pelo material que ira
originar a estrutura porosa em forma de fluido ou particula. Em seguida, ocorre a
solidificacdo do material. Este processo de solidificacdo pode ser obtido através de
diferentes estratégias como, por exemplo, indu¢cdo da polimerizacdo das espécies
por aquecimento, hidrolise sol-gel do liquido precursor e precipitacdo salina. As
particulas do SDA sdo removidas do compdésito por extragdo com solvente
(dissolucdo quimica) ou por calcinacdo (termodecomposi¢do), deixando um
esqueleto solido que deve conter um arranjo de poros ordenados em trés
dimensdes. Normalmente, esferas de poliestireno podem ser removidas por meio de
calcinagdo em ar ou por dissolucdo em tolueno ou outros solventes organicos,
enquanto particulas de silica sdo removidas por digestdo em solucdo de acido
fluoridrico. O produto final é, portanto uma estrutura porosa em trés dimensdes
contendo arranjos de cavidades esféricas que representam a réplica negativa do
sistema de SDA originalmente ordenados. A principal caracteristica desse método é
gue o produto final preserva a estrutura periodicamente ordenada do sistema inicial
[54].

1.4 Imobilizacdo enzimética

Embora catalisadores homogéneos ainda sejam bastante utilizados nas
industrias alimenticia, de quimica fina, farmacéutica e de agroquimicos, ha uma
barreira na aceitacdo destes quando problemas tais como corrosdo, toxicidade,
dificuldade de manuseio nos sistemas de reacdo e separacao, custos elevados e
geracdo de residuos solidos vém a tona. Consequentemente tem-se investido na
geracao e utilizacdo de catalisadores solidos no sentido de substituir catalisadores
homogéneos [55]. Uma estratégia promissora consiste na imobilizacdo de
catalisadores homogéneos em um suporte insoluvel, isto é, na heterogeneizacao de
catalisadores homogéneos.

Biotransformacdes s&o reacdes quimicas catalisadas por células,
organismos ou enzimas. Elas sdo caracterizadas por propriedades Unicas de
estéreo- e regioespecificidade e por suas habilidades de promover reacfes em
valores de pH e temperatura amenos. Biotransformacdes podem ser usadas para
promover conversdes especificas de substratos complexos usando células de

plantas, de animais ou microbianas ou ainda usando enzimas purificadas como
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catalisadores [56]. Todas as enzimas, com exce¢do de um pequeno grupo de
moléculas de RNA que apresentam propriedades cataliticas, sdo proteinas. A
atividade catalitica das enzimas depende da integridade de sua conformacéo
protéica nativa. Seus pesos moleculares podem variar, assim como outras proteinas,
de 12x10%® até 10° [57]. As enzimas, catalisadores biolégicos com elevadas
seletividades, tém sido usadas na indastria de alimentos por séculos [58].
Atualmente, as enzimas tém adquirido importancia crescente em tecnologias
sustentaveis e na chamada quimica verde [55], além de terem sua utilizacdo em
processos industriais em plena expansdo em campos como quimica fina, produtos
farmacéuticos, biosensores, células a combustivel etc. [59]. As enzimas sao
classificadas pelas reacdes que catalisam. O sistema de classificacdo das enzimas
divide-as em seis grandes classes, cada uma com subclasses, conforme o tipo de

reacao catalisada (Tabela 1).

Tabela 1. Classificacdo internacional das enzimas.

N° Classe Tipo de reacédo catalisada

Oxiredutases Transferéncia de elétrons (ions hidretos ou atomos de H)
2  Transferases Reacdes de transferéncia de grupos

Hidrolases Reac0bes de hidrdlise (transferéncia de grupos funcionais

para a agua)

4  Liases Adicao de grupos as duplas ligacdes ou formacéao de
duplas ligacGes por meio de remocao de grupos

5 Isomerases Transferéncia de grupo dentro da mesma molécula para
formar isbmeros

6 Ligases Formagéao de ligagdes do tipo C—C, C—S, C—0 e C—N
por meio de reacfes de condensacao acopladas a
quebra do ATP

A cada enzima € atribuido um namero classificatério de quatro digitos e
um nome sistematico, que identifica a reacdo que ela catalisa. Como exemplo, a

reacao a seguir:
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ATP + D-glicose — ADP + D-glicose-6-fosfato

O nome sisteméatico da enzima que catalisa esta reacdo € ATP-glicose
fosfotransferase, indicando que ela catalisa a transferéncia de um grupo fosfato do
ATP para a glicose.

Enzimas apresentam propriedades fascinantes na catalise de reacdes
que geram produtos especificos cuja producdo através de outros métodos €
excessivamente laboriosa ou até mesmo improvavel. Para serem usadas como
biocatalizadores, no entanto, as enzimas devem ser estaveis nas condicfes severas
em que grande parte das reagfes de interesse industrial se processa. Além disso, a
possibilidade de reutilizacdo das enzimas em processos cataliticos, sem que haja
perda apreciavel em sua atividade, pode proporcionar um aumento significativo no
rendimento das reacdes, além da reducéo dos custos envolvidos.

Na sua forma livre, as enzimas nao resistem a condi¢cdes extremas de
temperatura e pH. Uma abordagem baseada na imobilizacdo destas espécies tem
mostrado resultados satisfatérios [60, 61], e o0 uso de materiais porosos
nanoestruturados como suportes no processo de imobilizacdo enzimatica
proporciona uma vasta gama de possibilidades a serem exploradas.

Desde o inicio da década de 1970, devido as suas otimas propriedades
mecanica, térmica e quimica e também suas resisténcias quanto a biodegradacéo,
diversos materiais inorganicos, tais como zeolitas, tém-se mostrados adequados
para desempenhar a funcéo de suportes na imobilizacdo enzimatica.

Para a geracado de um biocatalizador formado a partir da imobilizacdo de
uma espécie biologicamente ativa sdo necessarias algumas consideracdes (Figura
7) [62].
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Figura 7. Esquema para a obtencdo de um biocatalizador produzido pela imobilizacdo de
enzimas.
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De uma maneira geral, é preciso conhecer bem o material a ser utilizado
como suporte. Assim, parametros como estabilidade mecéanica, areas superficiais,
arranjo do sistema de poros, disponibilidade de grupos funcionais etc. devem ser
determinados, pois sdo caracteristicas fundamentais que o material deve apresentar
para que possa desempenhar o papel de suporte.

A eficiéncia de um biocatalisador é determinada principalmente pela
atividade que a enzima apresenta apds ser imobilizada, ou seja, sua capacidade de
promover a catalise de uma dada reacdo quando comparada com a enzima na
forma livre. Assim, um suporte sélido adequado para o processo de imobilizacao
enzimatica seria aquele que permite uma grande quantidade de enzima ser
imobilizada e, a0 mesmo tempo, que nao exerce influéncia significativa na sua
atividade.

No processo de imobilizacdo, as enzimas sdo geralmente presas a um
sélido, preferencialmente materiais porosos, por meio de ligacdo covalente,
adsorcao ou por oclusdo [59, 63]. A Figura 8 ilustra os principais métodos de
imobilizacdo enzimatica.

Métodos de imobilizagao

[ 1
Oclusao Adsorgao Ligacbes covalentes

I 1 I 1
Matriz Encapsulamento Suporte Enzima

+
e U 3
fEL €&
E vl A E < ! —(:
' s \ € D-
- -~
\ /
E

/

Figura 8. Principais métodos de imobilizagcdo enzimética: oclusdo, adsor¢éo e ligacdes
covalentes.

O primeiro uso de materiais mesoporosos como suportes na imobilizacao
de espécies biologicamente ativas foi relatado em 1996 [64]. A partir de entdo o
desempenho de processos de imobilizacdo de diferentes enzimas imobilizadas em

diferentes tipos de materiais mesoporosos tem sido largamente investigado [65-69].
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Recentemente, varios esforcos tém sido voltados para a sintese de
materiais com dimensdes dos poros que sejam compativeis com o tamanho cinético
das espécies a serem imobilizadas [55, 70]. Esta abordagem reforca a necessidade
de materiais que apresentem uma combinacdo de elevadas &reas superficiais e
cavidades com tamanhos adequados de maneira a permitir que a enzima seja
ancorada e que, a0 mesmo tempo, disponham de uma estrutura moldada de tal
forma que os substratos da reacdo de interesse atinjam prontamente o maior
namero possivel de sitios ativos, isto €, enzimas imobilizadas e aptas a promover a
catalise. Materiais hierarquicamente estruturados apresentam-se como candidatos
promissores para esta aplicacdo especifica. Em seu sistema de poros, ha néo
somente um, mas varios tipos de poros 0s quais apresentam magnitudes, desde
microporos, passando por mesoporos, até macroporos. A preparacdo de materiais
porosos com arquitetura hierarquica, apresentando caracteristicas estruturais com
dimensdes nanométricas até micrométricas, e que apresentem certas
funcionalidades € certamente um dos novos grandes desafios na area de quimica de
materiais [70].

Para aplicacfes deste tipo, onde as moléculas dos reagentes necessitam
acessar rapidamente a estrutura do interior dos poros, mas ao mesmo tempo a
superficie interna deve ser maximizada, uma estrutura porosa ramificada com poros
largos, os quais levam a poros cada vez menores € extremamente desejavel [4, 16].
Neste caso, a presenca de mesoporos uniformes confere ao material seletividade de
forma e altas areas superficiais [70], enquanto macroporos levam a processos
eficientes de transferéncia de massa [71].

A metodologia desenvolvida em virtude deste trabalho [72] permite a
sintese de materiais hierarquicamente estruturados que incorpora trés tipos de
porosidade (micro-, meso- e macro-), organizados de forma integrada. As paredes
dos macroporos sao preenchidas com poros de diametro médio de 8 nm
(mesoporos). Estes se caracterizam por apresentarem uma estrutura cristalina
uniforme do tipo clbica, classe Fm3m, a qual consiste de mesoporos organizados
em um arranjo cubico de face centrada. As paredes destes mesoporos, por sua vez,

apresentam poros em microescala
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1.4.1 HRP e a converséao do catecol

A enzima Peroxidase de Raiz Forte, ou apenas HRP (do inglés
Horseradish Peroxidase) pode ser extraida, com relativa facilidade, da planta “raiz
forte ou rabano silvestre — Armoracia rusticana” (Figura 9), da qual provém seu

nome.

Figura 9. Raiz forte (Armoracia rusticana).

O numero de classificacdo da HRP na Comissdo Internacional de
Enzimas € 1.11.1.7. O primeiro digito (1) denota o nome da classe (oxiredutase); o
segundo digito (11), a subclasse (agindo em um perdéxido como receptor); o terceiro
digito (1), indica se tratar de uma enzima do grupo das peroxidases; e o quarto digito
(7) a peroxidase especifica.

A HRP consiste de um grupo prostético de heme (Figura 10), dois ions
Ca’" e 308 residuos de aminoacidos, incluindo 4 pontes de dissulfeto em uma Unica
cadeia polipeptidica. Apresenta 8 cadeias laterais de carboidrato e peso molecular
de 44 kDa [73].
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Figura 10. Grupo prostético (heme) da HRP.

A HRP apresenta dimensdes aproximadas de. 64 A e 43 A A

representacdo de sua estrutura € mostrada na Figura 11 [74].

Figura 11. Horseradish peroxidase ou peroxidase de raiz forte (HRP).

A HRP é um exemplo de peroxidase que apresenta aminoacidos
estruturais igualmente importantes, pois participam do mecanismo de acdo desta
enzima. Um desses residuos é a histidina (His-42) (Figura 12) presa a hélice da

cadeia de proteina responsavel pela formagéo da estrutura terciaria.
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Figura 12. a) Cavidade na estrutura protéica da peroxidase de raiz forte mostrando a
histidina-42 e b) mecanismo de acdo da peroxidase na formacédo dos compostos | e Il.

Este aminoacido encontra-se estrategicamente posicionado proximo a
ferriportoporfirina IX dentro da cavidade catalitica mostrada na Figura 12 [75].

Outro aspecto relativo a este aminoacido, € que ele pode controlar a
ligacdo do doador aromatico (fendis) com a coenzima dentro da cavidade, além de
estar envolvido na formacéo dos compostos | e Il, e de regular o fluxo de elétrons da
ligacdo doadora dos intermediarios cataliticos durante a oxidacdo do substrato,
como mostra a Figura 12b.

Como a HRP apresenta atividade catalitica na presenca de peréxido de
hidrogénio, a reacdo de oxidacdo de pirogalol a purpurogalina tem sido usada na
determinacdo dos parametros cinéticos desta enzima. Segundo McCarthy e White
[76] a formacdo de purpurogalina a partir do pirogalol requer a participacédo de trés
pares de elétrons, que no processo catalitico sdo transferidos como mostrado no

mecanismo da (Figura 13).
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Figura 13. Mecanismo de transferéncia de elétrons no processo catalitico da peroxidase.

N&o menos importante é a participacdo do peroxido de hidrogénio neste
processo, uma vez gque sua concentracdo regula a velocidade da reacédo, que é de
pseudo primeira ordem [77].

A oxidac&o do pirogalol por meio da catalise promovida pela peroxidase

teve seu mecanismo proposto por Mahandi [78], e € mostrado na Figura 14.
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Figura 14. Mecanismo de oxidac¢ao do pirogalol a purpurogalina.
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Como pode ser observado neste mecanismo, ha inicialmente a formacao

de um radical livre fen6xi como o primeiro intermediario comum em reacdes nas

guais existem acoplamentos de fendis. Um radical deste tipo, obtido a partir do

pirogalol, apresenta reatividade nos oxigénios das posi¢cdes 1 e 5. De acordo com o

esquema da Figura 14, o pirogalol pode ser oxidado para formar um par radicalar em

equilibrio. A ligacéo entre dois radicais resulta na formacdo de um dimero que sofre

rapida tautomerizacdo na posicdo meta, sendo, em seguida, oxidado para formar o

produto final, a purpurogalina [78].

Apesar do pirogalol ser o reagente mais utilizado para padronizacao de

reacdes catalisadas pela enzima HRP, outras substancias como o catecol também

podem ser utilizadas como substratos para reacdes deste tipo [79].
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2 JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS

As diversas aplicagbes de materiais porosos cristalinos com estruturas
bem definidas, como zedlitas e silicatos mesoporosos, decorrentes de algumas
propriedades ndo encontradas em outros materiais sao fatores que instigam
cientistas de varias areas a pesquisar e a desenvolver novos materiais. Os recentes
avancos observados nos processos de sintese de materiais com varios niveis de
porosidade tém sido a base para producdo de materiais com estrutura hierarquizada,
ou seja, materiais que apresentam sistemas de poros em varias escalas, com
interconectividade entre eles. Estes processos de sintese, no entanto apresentam-se
como verdadeiros desafios experimentais.

A combinagcdo de agentes direcionadores de estruturas, como
copolimeros em bloco e nanoesferas poliméricas, mostra-se especialmente Gtil na
sintese de silicatos e aluminossilicatos cristalinos a partir de matérias-primas
organicas que contenham silicio e/ou aluminio. Deste modo, ha a possibilidade de
se produzir materiais com sistemas de poros, em varias escalas (de micro até
macro) em funcdo dos tipos de agentes direcionadores de estrutura, de tal forma a
originar estruturas complexas e propicias a serem utilizadas em diversas aplicacbes
como: catalise, adsor¢ao, processos de separacao etc.

O presente trabalho tem por objetivo a sintese de materiais possuidores
de micro, meso e macroporosidade com elevado nivel de conectividade de modo a
constituir estruturas hierarquizadas que apresentem também elevadas areas
superficiais e elevadas estabilidades térmica e quimica. Tem-se ainda como
finalidade a avaliacdo da capacidade destes materiais como suportes na

imobilizacdo de espécies biologicamente ativas (enzimas).
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3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.1 Sintese de nanoesferas de poliestireno

Nanoesferas monodispersas de poliestireno foram sintetizadas usando
um método de polimerizagdo sem emulsificante, descrito na literatura [4, 51, 80].
Assim, 210 mL de estireno (Sigma-Aldrich, 99%) foi lavado cinco vezes em funil de
separacdo com 200 mL de NaOH 0,1 M (Fisher Scientific) e outras cinco vezes com
200 mL de agua deionizada, objetivando remover o inibidor 4-tert-butilcatecol (10 -15
ppm). 1700 mL de dgua deionizada foram adicionados a um baldo de trés bocas. Em
uma das bocas do frasco foi introduzido um agitador de Teflon, conectado a um
motor (Eurostar basic, IKA Labortechnik) através de um bastéo de vidro. Outra boca
foi conectada a um condensador, onde também estava acoplada uma fonte de
nitrogénio por meio de pipeta de Pasteur. A Ultima boca foi ligada a um septo. O
bal&do foi entdo posto em banho de oleo, termostatizado, como mostrado na Figura
15.

b

Figura 15. Aparato para sintese das nanoesferas de poliestireno: a) condensador acoplado a
uma fonte de nitrogénio, b) agitador de TEFLON conectado a um bastéo de vidro (ligado ao
motor), ¢) septo e d) termostato.
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O sistema foi saturado com nitrogénio durante aproximadamente 2 h. Esta
etapa teve como objetivo eliminar radicais (oxigénio) do reator, os quais poderiam vir
a interferir no processo de polimerizacéo [81]. Os 200 mL do estireno lavado foram
adicionados ao baldo e o sistema foi aquecido até 80 °C. Todo o sistema foi
revestido com papel aluminio a fim de evitar variagbes na temperatura, e
permaneceu sob aquecimento por aproximadamente 2 h até que atingir equilibrio
térmico. Em um béquer de polipropileno (250 mL), 0,6630 g do iniciador persulfato
de potassio (Sigma-Aldrich, 99 %) foi dissolvido em 100 mL de &gua deionizada e
aquecido a 80 °C. Esta solucao foi adicionada lentamente ao baldo contendo a 4gua
e 0 estireno. Para facilitar a remocdo das esferas de poliestireno dos materiais
macroporosos, nenhum reagente de ligacéo cruzada foi utilizado [80]. O sistema foi
submetido a agitacdo a 300 rpm durante 24 h. A temperatura foi mantida a 80 °C
durante a reacdo. O produto final apresentou-se em unica fase com aspecto leitoso.
As nanoesferas de poliestireno (parte soélida) foram separadas da solucéo através de
centrifugacdo a 2.000 rpm por 2 h. Os aglomerados solidos obtidos foram
denominados de monolitos, e parte deste material foi convertida a pé através de
maceracao.

O tamanho de particula e a morfologia das nanoesferas de poliestireno

foram caracterizados através de microscopia eletrénica de varredura.

3.2 Sintese de materiais hierarquicamente estruturados

Um dos principais fatores que determinam a estrutura cristalina de um
copolimero em fases liotropicas € sua habilidade em formar diferentes fases
cristalinas dependendo de sua quantidade, e as quantidades de agua e surfactante
utilizadas. Estas diferentes fases cristalinas séo relatadas em varios trabalhos [42,
48, 82]. Supondo que a fase cristalografica do copolimero ndo mude
apreciavelmente quando uma solucéo contendo fonte de silica € inserida no sistema,
pode-se direcionar a geracdo de uma fase cristalografica especifica. De fato, mesmo
se modificacdes suaves de concentracdo forem realizadas, hd uma ampla faixa em
gue a fase cristalografica do copolimero permanecera inalterada. Essa propriedade
permite-nos prever a geracdo de mesofases especificas de silica e adicionar fonte
de silica na mistura reacional sem a perda da estrutura cristalina do copolimero.
Dentre as varias estruturas possiveis que copolimeros podem formar, a estrutura

cubica parece ser a mais conveniente para a sintese de materiais mesoporosos,
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uma vez que 0s primeiros permitem a geragdo de um sistema de poros onde o
processo de difussdo pode ser maximizado, e esta propriedade é extremamente
desejada na maioria dos processos cataliticos. A escolha correta da quantidade de
reagente € fundamental para se atingir a fase cristalina que se pretende.

Materiais hierarquicamente estruturados foram sintetizados usando
tetrametilortosilicato (TMOS) (Figura 16) como fonte de silica, nanoesferas de
poliestireno (PS) como direcionadores de estrutura para geracao de macroporos e
copolimeros triblocos e cosurfactantes como direcionadores de estrutura de meso- e
microporos. Varias amostras foram preparadas variando as quantidades de
surfactantes e cosurfactantes, as quais foram determinadas de acordo com o0s

diagramas ternarios de agua/surfactante/cosurfactante.

CH,
| O——CHj,
O
Si.
I/O
H,C—O |
CH,

Figura 16. Estrutura molecular do tetrametilortosilicato.

Os diagramas ternarios mostrados na Figura 17 foram extraidos da
literatura [42, 48, 82] e mostram as diferentes fases originadas quando compostos
organicos sdo adicionados a uma solucdo de copolimero tribloco plurénico F127
(férmula quimica média: EO197PO79 EO107, oOnde EO é grupo Oxido de etila, OCH-
oCH,, e PO é o grupo o6xido de propila, OCH,CH(CHz3)). Esses diagramas foram
utilizados para se estimar a quantidade de reagentes para as sinteses realizadas
neste trabalho. O objetivo aqui é conseguir materiais mesoporosos de estrutura
cubica. Deste modo, um ponto médio na regido (I;) nos diagramas ternarios indica a
concentracdo, em massa, requerida dos reagentes para que estrutura cubica possa

ser atingida.
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Figura 17. Diagrama de fases do copolimero F127 mostrando a regido cubica (I11).

A sintese das amostras foi realizada diluindo-se 4,06 g de HCI 0,475 M
em 9,71 g de agua deionizada e misturando com 18,16 g de TMOS. A temperatura
da solucdo aumentou para aproximadamente 60 °C. Esses reagentes foram
misturados com agitacdo magnética por 15 min, até que a temperatura se

estabilizasse (25 °C). As guantidades adequadas de surfactante e cosurfactante
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foram colocadas em separado em um béquer de poliproprileno de 200 mL, no qual a
fonte de silica foi adicionada. A mistura foi agitada por mais 15 min antes da adicéo
de 4 g de nanoesferas de poliestireno. A solucéo final foi agitada por 30 min e entao
deixada em repouso em capela durante 24 h. ApGs este periodo o material
apresentou-se solidificado, com aparéncia de resina. A amostra foi dividida em duas
partes. A primeira foi submetida a calcinagdo em mufla, a 550 °C por 6 h com razéo
de aquecimento de 1 °C.min™, na presenca de ar. Cerca de 5 g da segunda parte foi
tratada com 30 mL de tetrafluoroetano (THF) sob agitacdo magnética e sob refluxo,
por 30 min a temperatura ambiente, e calcinada por 550 °C durante 6 h com razdo
de aquecimento de 1°C.min™". O esquema mostrado na Figura 18 sumariza os
processos de sintese, assim como a denominacdo das amostras obtidas, de modo a
descrever o polimero usado para gerar 0S macroporos, e os tipos de surfactante e
cosurfactante utilizados.
Amostra: PS-F2

4,06 g de HCI 0,475M
9,71 gde H,0
18,16 g de TMOS

Agitacao por 15 min

12,0839 g de F127 (Surfactante)
2,8102 g de Etanol (Cosurfactante)

—_—
Agitacao por 15 min

—— 4,00 g de nanoesferas

Agitagao por 15 min deipoliestirenc

A,

Gel

cosurfactante
surfactante
direcionador de macroporos

Extracdo com THF +

oS Calcinacao
a1enagao 550 °C.min"
550 °C.min por 6 h
por 6 h 1°C.mi -1
1°C.min” i
@
extraido com solvente calcinado
+ calcinado

Figura 18. Representacdo do processo de sintese de uma das amostras.
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O copolimero em tribloco plurénico F127 (EO10;PO70EQ107) foi usado
como surfactante, enquanto etanol (99 %, Sigma-Aldrich), 1-propanol (99,7 %,
Sigma-Aldrich), 1-butanol (99,8 %, Sigma-Aldrich), 1-pentanol (99 %, Sigma-Aldrich),
n-acetato de butila (99 %, Sigma-Aldrich) e p-xileno (99 %, Sigma-Aldrich) foram
usados como cosurfactantes (Figura 19).

Hee” Son  (Q)
b i (b)

H3C/\/\/OH (C)

CHj,

CH,

Figura 19. Cosurfactantes: a) etanol, b) n-butanol, ¢) n-propanol, d) n-acetato de butila e e)
p-xileno.
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A Tabela 2 mostra os detalhes das misturas reacionais.

Tabela 2. Misturas reacionais usadas nas sinteses.

Razao Molar

Amostra F127 (g) Cosurfactante (g)
H,O : F127 : TMOS : HCI : cosurfactante

F1 9,1800 - 6,46732 : 0,00322 : 1,00000 : 0,01617 : 0,00000
PS-F1 9,1800 - 6,46732 : 0,00322 : 1,00000 : 0,01617 : 0,00000
PS-F2 12,0839 Etanol = 2,8102 6,46726 : 0,00313 : 1,00000 : 0,01613: 0,53917

PS-F4 5,6700 1-Butanol =0,8100 6,46707 : 0,00379 : 1,00000 : 0,01614 : 0,09163
PS-F5 4,7413 1-Pentanol = 3,5060 6,46716 : 0,00313 : 1,00000 : 0,01619 : 0,33336

n-Acetato de butila  6,46691 : 0,00538 : 1,00000 : 0,01620 : 0,08283
=1,1475

PS-F6 8,0325

PS-F7 6,9909 p-Xileno = 0,4237 6,46724 : 0,00466 : 1,00000 : 0,01617 : 0,03347

Todas as amostras: H,O = 9,71 g; HCI = 4,06 g; TMOS = 18,16 g; Nanoesferas de PS =
4,00 g.

Com o intuito de se obter uma amostra com concentragdo maxima de
macroporos, outra sintese foi realizada usando condi¢cfes idénticas aquelas usadas
na amostra PS-F2, exceto pela utilizacdo das nanoesferas de poliestireno na forma
de um monolito, e ndo como po. A eliminacdo dos agentes direcionadores de
estruturas deu-se somente através do processo de calcinacdo, como descrito

anteriormente. A esta amostra deu-se a denominacéo de PS3-F2c.

3.3 Sintese de zedlitas com arquitetura macroporosa

A zedlita Y na forma de cristalitos coloidais foi sintetizada de acordo com
0 método descrito por Hernadez-Ramirez et al. [83]. O primeiro precursor foi
preparado dissolvendo-se 0,128 g de hidréxido de sédio (NaOH) em 44,85 g de uma
solucdo de hidroxido de tetrametilaménio (25% m/m em agua) juntamente com 263
mL de agua deionizada e 20,4 g de isopropéxido de aluminio (A[OCH(CHs3)2]2). O
segundo precursor foi preparado a partir da dissolucdo de 354 g de
tetrametilorotsilicato em 44,85 g da solucéo de hidroxido de tetrametilamdnio (25%
p/p em &gua). As duas solucBes resultantes foram misturadas e submetidas a

agitacdo magnética durante 24h, com o intuito de se obter uma solu¢do homogenia
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e livre de particulas de gel. A mistura reacional foi colocada em um cadinho de
teflon, e este inserido em um autoclave de aco inoxidavel, sendo entdo aquecido por
6 dias. A solucédo resultante foi dializada e a ela foi adicionado pequenos monolitos
de nanoesferas de poliestireno. Esta mistura foi sonificada durante 6 h, filtrada e
seca durante 12 h a temperatura ambiente. O material resultante deve consistir,
portanto de agregados de nanoesferas de poliestireno os quais devem ter cristalitos
da zedlita Y impregnados em sua superficie.

A mistura reacional utilizada para o processo de crescimento dos
cristalitos dispersos sobre a superficie dos agentes direcionadores de macroporos
foi preparada da seguinte forma: 2,77 g de sulfato de aluminio (Alx(SO,)s) foram
dissolvidos em 27,95 g de agua deionizada juntamente com 5,0 g de NaOH. Em um
recipiente separado, 2,95 g de metassilicato de sodio (Na,SiO3) em 27,95 g de agua
deizonizada. Ambas as solucdes foram submetidas a agitacdo e, em seguida,
misturadas e agitadas por 2h.

Os monolitos impregnados com cristalitos da zedlita Y preparados na
etapa anterior foram imersos na mistura reacional de crescimento e colocados em
cadinho de teflon, o qual foi inserido em autoclave de aco inoxidavel e submetido a
aquecimento de 100 °C durante 2h. O material resultante foi filtrado, denominado
PS-DYc, lavado, seco a temperatura ambiente por 12 h e calcinado a 550 °C com

razdo de aquecimento de 1 °C.min™.

3.4 Caracterizacéao

3.4.1 Difracao de raios-X (XRD)

Difratogramas de raios-X foram obtidos em difratbmetro de alta resolucao
do laboratério de luz sincroton de Daresbury (Gréa-Bretanha). As medidas feitas na
amostra PS3-F2c (sintetizada posteriormente) foram feitas em equipamento Bruker,
modelo D8discovery, com tubo de Cu ka operando a 50 kV e 40 mA, velocidade de
varredura de 0,5 graus por minutos, usando fendas de 0,2 mm. As zedlitas com
arquitetura macroporosa foram analizadas em equipamento Philips, com tubo de Cu

ko operando a 40 kV e 40 mA e velocidade de varredura de 0,5 graus por minutos.

3.4.2 Andlise térmica
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Os polimeros usados como SDA, assim como as amostras recém-
sintetizadas, foram submetidas a analise termogravimétrica (TG) em equipamento
modelo TGA Q5000IR da TA instruments. A faixa de temperatura usada foi de 30 a
550 °C, com razdo de aquecimento de 1 °C.min™ em atmosfera de ar sintético com
razdo de fluxo de 25 mL.min™.

Analises simultaneas TG-DTA (termogravimetria diferencial) das amostras
calcinadas e extraidas com solvente foram realizadas em temperaturas entre 30 e

1000 °C, com raz&o de aquecimento de 10 °C.min™.

3.4.3 Microscopia eletronica de varredura (SEM)

O tamanho de particula, morfologia e a estrutura dos macroporos foram
caracterizados através de SEM. As micrografias foram obtidas em equipamento SEI
modelo Quanta 200. As amostras foram preparadas em fita de carbono de dupla-

face, sobre suporte de aluminio e cobertas com uma fina camada de ouro.

3.4.4 Microscopia eletronica de varredura de alta resolugdo (HRSEM)

As andlises de HRSEM foram realizadas para a amostra PS3-F2c em
microscopio eletrénico de varredura com emisséo de campo (FE SEM) JEOL modelo
JSM-741F operado a 3 kV, com aceleracao de voltagem resultante de 1 kV apés a
retardacao do feixe de elétrons usando o modo gentle beam. A amostra partida em
seccOes transversais foi preparada inicialmente com a quebra do monolito em
pequenas particulas por meio de maceracdo. As particulas resultantes foram entéao
submetida a um meio condutivo e polidas com um feixe de ions Ar" a 4 kV com

corrente de 80 mA por 8 h usando equipamento JEOL modelo SM-09010.

3.4.5 Adsorcéo-desorcao de nitrogénio

Isotermas de adsorcao-desorcdo de nitrogénio foram obtidas a -196 °C
sobre uma ampla faixa de presséo relativa, de 0,001 a 0,995 em equipamento
modelo ASAP 2010 Micromeritics. Todas as amostras foram degasadas a 300 °C
por 12 h antes das medidas. A amostra PS3-F2c foi analisada em equipamento
ASAP-2020, usando as mesmas condi¢cdes das demais amostras.

As areas superficiais foram determinadas usando-se o método BET. A
teoria envolvida nesse método segue um conjunto de regras bastante conhecido da
adsorcao fisica de moléculas de gases sobre a superficie de um sélido. Os conceitos

desta teoria sdo uma extensdo da teoria de Langmuir, aplicada a uma monocamada
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molecular de adsorcdo, partindo para adsorcdo em multicamadas admitindo as
seguintes hipoteses: (a) moléculas de gases sao fisicamente adsorvidas no solido
em camadas infinitas; (b) as interacbes entre as camadas adsorvidas sé&o
despreziveis e (c) a teoria de Langmuir pode ser aplicada para todas as camadas. A
equacao de BET resultante é expressa por [84]:

1 _C—1(P) L

V[(%)_l]_ v \p) v 1)

Onde,
P e P, sdo as pressdes de equilibrio e de saturacdo dos adsorbatos nas
temperaturas de adsorcgoes;
V é a quantidade de gas adsorvido;
Vm € a quantidade de gas adsorvido na monocamada e

C é constante de BET, expressa por:

Eq1—E
C = e( 1RT L) (2)
Onde E; € o calor de adsorcao para a primeira camada, e E, é o calor de
adsorcao das demais camadas (calor de liquefacao).
Um grafico de —
V()1

compreende 0.05 < P/Po < 0.35. Os valores do coeficiente angular (s) e do

P ~ . "~
versus —— fornece uma relacao linear na regido que
0

coeficiente linear (i) da reta obtida sdo utilizados para calcular a quantidade de gas

adsorvida na monocamada, Vr, que é expressa por:

1
= 3
m s+i 3)
E a constante do BET, dada por:

S

C = 1 + ? (4)
V,Ns

Sper = g— (5)

gas

Onde,
N é o numero de Avogrado,

s é a area da molécula adsorvida e
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Vgas € 0 volume molar do gas usado como sonda.

3.4.6 Porosimetria de mercurio

Analise de porosimetria de mercurio foi feita na amostra PS3-F2c, com o
objetivo de obter maiores informagfes a respeito das propriedades macroporosas
Os experimentos foram realizados em equipamento Micromeritics modelo Autopore
V.

3.4.7 Microscopia eletronica de transmissao (TEM)

As amostras usadas nas analises de TEM foram preparadas usando
alguns miligramas do p6 disperso em acetona e tratado em banho de ultra-som por
15 min. Duas gotas da dispersao foram colocadas sobre o suporte de cobre (300
mesh) recoberto com filme de carbono microporoso. As amostras foram analisadas

em equipamento Philips modelo CM-20 operando a 200 kV.

3.4.8 Microscopia de forca atdbmica (AFM)

Micrografias de forca atbmica foram obtidas em instrumentos Digital
Instruments MultiModet com controladores Nanoscope Il usando modo de
semicontado com pontas de silicio com forca constante de 0,58 N.m™, e razdes de

varredura de 3 Hz.

3.5 Funcionalizacdo do suporte

A imobilizacdo de enzimas em um solido poroso pode se da por meio da
oclusdo de enzimas dentro dos poros do material desde que seu sistema de
porosidade apresente dimensf@es compativeis com o diametro cinético da enzima
trabalhada. Entretanto, uma interacdo que permita o ancoramento da enzima sobre
uma superficie de forma mais efetiva requer que esta Ultima apresente algum tipo de
afinidade com a enzima. LigacGes covalentes entre a enzima e a superficie do
suporte estdo entre as formas de interacdo que provém maior eficiéncia no processo
de imobilizacéo.

A funcionalizacdo da amostra PS3-F2c (doravante denominada de MHE,
em referéncia ao material hierarquicamente estruturado sintetizado e cujas
propriedades se mostraram as mais adequadas para este propadsito) foi inicialmente

feita com glutaraldeido. 250 mg da amostra MHE foram misturados, em um
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erlenmeyer, com 10 mL de glutaraldeido 25 % p/p e submetido a agitacdo orbital a
temperatura ambiente durante 4 h. O material resultante foi lavado com &agua
deionizada (5 x 15 mL), filtrada e seco a vacuo. A eficiéncia do método foi avaliada
através de andlise de absorcao na regido do infravermelho, usando pastilhas de KBr
5 % p/p.

O segundo método de funcionalizacdo foi feito usando-se 2-
mercaptobenzotiazol (MBT) de acordo com a rota homogénea descrito no
procedimento proposto por Pérez-Quitanilla [85]. Este procedimento requer a reacao
prévia entre o MBT e o 3-cloropropiltrietoxisilano (CPTS). 5,0000 g de MBT foram
imersas em 50 mL de dimetilformamida (previamente seca em zedlita A granulada)
em um baldo de 250 mL sob atmosfera de argonio. Em seguida foram adicionados
14,4000 g de CPTS e 3,0250 g de trietlenoamina. A mistura foi submetida a
aquecimento a 110 °C, sob agitacdo magnética e atmosfera de argdnio e sob
refluxo, por 48 h. Em seguida o solvente foi evaporado usando uma bomba de vacuo
acoplado a dois traps ligados em séries e submersos em nitrogénio liquido. O
material resultante foi extraido com hexano seco (2 x 30 mL) e, em seguida,
destilado, sob vacuo, para remover excesso de CPTS. O material obtido foi
chamado de MBT/CPTS.

A funcionalizacao foi feita com por meio da reacdo de 5,00 g do composto
MBT/CPTS com 5,00 g da amostra MHE (previamente seco a 160 °C sob vacuo por
4h). Estes compostos foram dispersos em 50 mL de tolueno seco e submetidos a
agitacdo mecanica, sob refluxo e em atmosfera de argonio, durante 48 h. O material
resultante, chamado de MHE-MBT, foi entdo lavado com tolueno (2 x 30 mL), etanol
(2 x 30 mL) e dietil éter (2 x 30 mL) e seco a 110 °C sob vacuo por 4 h.

3.6 Imobilizacdo enzimatica

Foram preparados 2 L de solucdo tampao fosfato a partir de potassio
monobasico (KH,PO,;) 0,1 M com o pH ajustado com solu¢do de hidréxido de
potassio 0,1 M.

A solucdo enzimatica foi prepara dissolvendo-se 3,2 mg da enzima HRP

liofilizada (Sigma, tipo VI, 254 U purpurogalina/mg do solido) em 10 mL de solucéo
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tampdo fosfato. Retirou-se 2 mL desta solugcdo para andlises posteriores. Os 8 mL
restantes foram transferidos para um bal&o de fundo redondo de 25 mL onde foram
adicionados 100 mg da amostra MHE-MBT. O recipiente foi fechado e colocado em
um banho de gelo, sendo entdo submetido a agitacdo orbital durante 3 h. O material
foi centrifugado a 4.000 rpm e lavado trés vezes com solugéao tampéao fosfato. Todas
as amostras foram armazenadas sob refrigeracdo para evitar desnaturacdo da

enzima.

3.7 Testes cataliticos

A determinacéo das atividades da solugéo enzimatica, do sobrenadante e
das lavagens do processo de imobilizacdo foi realizada seguindo instru¢cées do
folheto da companhia Sigma-Aldrich, fornecedora da enzima. Foram usadas duas
cubetas de vidro com capacidade de 3,0 mL. A cada uma delas, adicionou-se 2,10
mL de agua deionizada, 0,320 mL de solucdo tampéao fosfato, 0,160 mL de H,O, 0,5
% p/p e 0,320 mL de catecol 5 % p/p. Uma das cubetas foi usada no teste de branco
onde se adicionou 0,100 mL de solucao tampéo fosfato. Outra cubeta foi usada para
a determinacdo da atividade da solucdo enzimatica, onde se adicionou 0,100 mL
desta ultima. As misturas foram agitadas por imersdo e tiveram a absorbancia
monitorada em 410 nm, usando espectrofotdmetro Genesys 10 uV scanning da
Thermo Scientific com leituras feitas em intervalos de 1 s, até se verificar
absorbancia constante.

Os célculos das atividades das solucbes enzimaticas tamponadas com
fosfato foram realizados a partir do AA410nm/20 s usando a regido de coeficiente

angular maximo, aplicando-se a equacgao a seguir [86]:

(AA410nm /20 S)teste - (AA410nm /20 S)branco X 3 X df X 0'1

TV (6)

Unid./mL enzima =

Onde, 3 € o volume, em mL, do teste;

df é o fator de diluicéo;

12 é o coeficiente de extingdo aproximado de 1 mg.mL™ de 1,2-
benzoquinona em 410 nm;

0,1 é volume, em mL, da solu¢cédo enzimatica usada.
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A eficiéncia do biocatalizador produzido pela imobilizacdo da enzima HRP
no material hierarquicamente estruturado foi avaliada por meio de analise por
injecdo em fluxo, cujo mecanismo principal € mostrado na Figura 20. Para esta
etapa foram preparadas solucdes de catecol com concentra¢des variando de 10 a
50 mM, na presenca de H,O, 15 mM e tamponadas com solucao fosfato pH 6,00. O
fluxo de trabalho foi de 1,8 mL.min™. Utilizou-se cubeta de quartzo adaptada para

fluxo, com caminho 6ptico de 1 cm.

Bomba 1

Tampao fosfato > Reator (p|Detector|9p| Descarte

Catecol P Descarte

.
.
.
e
.
.
.
.

Bomba

Tampéo fosfato |— _>36 60—) Reator (p|Detector | Descarte

Catecol — 0 O Descarte

O O

Figura 20. Comutador usado nas analises por inje¢cdo em fluxo (FIA).

Na posicéo 1, a solucédo tampao fosfato € bombeada para o reator(de leito
fixo), passando pelo detector e, em seguida, para o descarte. Ainda nesta posicao,
outra conexao é continuamente alimentada com a solugcédo de catecol e peréxido de
hidrogénio, mantendo, portanto o loop que apresenta volume fixo de 60 uL sempre
cheio com a solucdo. Quando o comutador passa para a posicdo 2, a solucdo de
catecol que estava dentro do loop é carreada pelo tampéo fosfato para o reator,
onde a reacdo de conversdo do catecol a 1,2-benzoquinona (ou o-benzoquinona)

(Figura 21), deve se processar [78].
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2H,0, + 2 — = 2 4+ 4H,0

Figura 21. Reacgédo de oxidagao do catecol a 1,2-benzoquinolina.

Apos se verificar 0 aparecimento de um pico de absorcao e se atingir a
linha de base, o comutador € movido para o posicao 1, repetindo este processo em
triplicada para cada concentracdo de substrato. Os resultados obtidos foram
expressos como a resposta do detector (absorbancia) em funcdo da concentragao
do substrato, ou seja, como a curva de calibracédo para determinacéo de catecol.

Além disso, a capacidade maxima de converséo foi feita injetando-se
solucéo do substrato com fluxo continuo com o auxilio de comutador montado como

mostrado na Figura 22:
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Figura 22. Comutador montado para determinacdo da capacidade méaxima de conversdo do
biocatalisador.

A posicdo 1 do comutador permite que o tamp&do acesse 0 reator
enquanto a solucéo de catecol é transportada diretamente para o descarte. Quando
a posicdo 2 é acionada, a solucdo de catecol é injetada no reator com fluxo
constante, permitindo se verificar o maximo de substrato que pode ser convertido
nestas condi¢des. A partir dos resultados deste procedimento e com o auxilio dos
dados da curva de calibracdo, foram determinadas as velocidades iniciais de reacéo
e construido um grafico da velocidade de reacdo em funcdo da concentracdo do
substrato para, em seguida, se obter o grafico dos duplos reciprocos [87] e

determinar a constante de Michaelis-Menten e a velocidade maxima de reagéo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Nanoesferas de poliestireno

Em geral, o uso de agentes emulsificantes é requerido para agir como
uma camada hidrofébica para reduzir o potencial energético da interface,
promovendo a estabilizacdo da emulséo e, portanto a regularidade no tamanho das
particulas [49]. Como mencionado nos procedimentos, optou-se por ndo se utilizar
agentes emulsificantes a fim de permitir que a eliminacdo nas nanoesferas pudesse
ser feita com facilidade durante a etapa de calcinacdo na obtencdo dos materiais
hierarquicamente estruturados.

O processo de polimerizagdo do estireno encontra-se representado na

Figura 23.
HyC -CHs
CH, ]
Z
polimerizagao
estireno = poliestireno =

Figura 23. Representacdo do processo de polimerizacéo do estireno.

A Figura 24 mostra micrografias das nanoesferas de poliestireno na forma
de monolitos. E possivel observar as camadas empacotadas postas umas sobre as
outras sistematicamente. Durante o processo de centrifugacdo as esferas
poliméricas tendem a se agrupar em estruturas empacotadas, o que é
extremamente desejavel quando se pretende que estes atuem como direcionadores
na formacdo de macroporos em materiais hierarquicamente estruturados. Cada
camada (Figura 24c) é constituida por esferas organizadas em geometria hexagonal,
isto é, cada esfera é cercada por outras seis, em um mesmo plano. As camadas
inferiores sdo dispostas de modo a preencher, de forma alternada, os espacos
existentes entre cada trés esferas. A camada superior, denominada de camada A,
dispbe-se sobre uma camada B. Esta, por sua vez, pode estar disposta sobre duas
diferentes camadas: uma camada onde as esferas aparecem na posicao A,

originando uma sequéncia do tipo ABABAB... ou uma camada diferente de A e B,
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denominada de camada C, dando origem a sequencia ABCABCABC.... A célula
unitaria do primeiro caso € do tipo hexagonal empacotada (ehc), enquanto no
segundo caso, a célula unitéria € do tipo cubica empacotada (cfc). Na prética, o que
se observa € que estruturas construidas dessa maneira sdo na verdade uma mistura

de geometrias ehc e cfc.

Figura 24. SEM das nanoesferas de poliestireno na forma de mondlitos com diferentes
aumentos.

Outra informacgéo importante que pode ser extraida das imagens de SEM
€ que o material sintetizado apresenta elevada monodispersividade e tamanhos de
particula regulares, e mesmo a auséncia de algumas esferas nas camadas nao
compromete 0 arranjo como um todo.

As micrografias apresentadas na Figura 25 mostram as nanoesferas apos

0s monolitos terem sido convertidos em pos. Neste caso, a regularidade observada
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na imagem anterior €, em grande parte, perdida. Nao obstante, quando estes
compostos sdo postos em solucdo aquosa, espera-se que 0S Mesmos apresentem
algum tipo de organizacdo o qual pode ser Util no processo de direcionamento das

estruturas macroporosas.

Figura 25. SEM das nanoesferas de poliestireno na forma de p6é com diferentes aumentos.

4.2 Materiais hierarquicamente estruturados

Um sélido nao-rigido foi obtido em poucas horas apds os reagentes terem
sido misturados. Este gel sera chamado de amostra recém sintetizada. Por exemplo,
a amostra recém sintetizada PS-F4 é mostrada na Figura 26a, e a amostra calcinada
PS-F4c na Figura 26b. Verifica-se que o volume diminui dramaticamente apos o
processo de calcinacdo. Aproximadamente 75% da massa da amostra € perdida.
Isto se deve a eliminacdo tanto do copolimero tribloco como das nanoesferas de

poliestireno usadas como direcionadores de estrutura.
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Figura 26. Amostra PS-F4c a) antes e b) ap6s a calcinacao.

Em uma outra metodologia, optou-se por preparar um material
hierarquicamente estruturado na forma de mondlito. Para este procedimento utilizou-
se pequenos pedacos das nanoesferas de poliestireno na forma de monolitos. Estes
monolitos foram obtidos no processo de centrifugacdo, onde as nanoesferas
presentes na forma de coldide sao forcadas a se sedimentar no fundo do tubo de
centrifuga. Na Figura 27 sdo mostrados o monolito composto por nanoesferas de
poliestireno, o composito constituido pelas nanoesferas direcionadoras das
estruturas macroporosas e o material hierarquicamente estruturado, cujo formato
corresponde a replica inversa do monolito formado pelas nanoesferas de
poliestireno. Este procedimento mostrou ser possivel obter o material final em
praticamente qualquer formato a depender da forma em que o0s agentes
direcionadores de estrutura se encontram e, € claro, resguardado o tamanho

maximo em que monolitos desta natureza podem ser produzidos.
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| e—
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Figura 27. a) monolito de nanoesferas de poliestireno, b) compésito formado pelo monolito
de nanoesferas de poliestireno e da silica condensada nos intersticios destas e c) material
hierarquicamente estruturado na forma de monolito apés a extracao dos direcionadores de
estrutura.

Uma vez que as amostras foram sintetizadas em meio 4cido, o processo
de polimerizagéo da silica deve entdo ocorrer de acordo com 0 mecanismo mostrado

na Figura 28 [88].
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Figura 28. Reacao de polimerizac¢do da solucéo fonte de silica em meio acido.

TMOS e TEOS séo largamente utilizados como fontes de silica na sintese
de materiais nanoporosos [89]. De acordo como Brinker [90], as razdes de hidrolise

e condensacdo determinados para TMOS sao significantemente maiores que
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aqueles para TEOS. Isto se deve ao aumento de densidade eletronica pelos
substituintes alcéxidos (OEt versus OMe), pois se esperaria um aumento nas razdes
de hidrélise e condensacdo. Este efeito oposto sugere que fatores estéricos sao

mais importantes que efeitos indutivos na determinacgéo da cinética sol-gel [90].

4.2.1 Difragao de raios-X
Os difratogramas 2D para as amostras calcinadas e extraidas/calcinadas

sé&o mostradas na Figura 29:

PS-F1c PS-F1e PS-F2c PS-F2e

Y T

PS-F4c PS-Fde PS-F5c PS-F5e

VU NV D

PS-F6c PS-F6e PS-F7c PS-F7e

Figura 29. Difratogramas 2D das amostras calcinadas e extraidas.

A intensidade dos raios-X difratados €& calculada baseando-se em
coordenadas ciclicas. Admite-se que o meio-circulo mostrado na figura é simétrico, e
entdo o centro do feixe € encontrado. Desse modo, os difratogramas 1D foram
obtidos (Figura 30).
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Figura 30. Difratogramas das amostras a) calcinadas e b) extraidas com solvente.

Os difratogramas mostram pelo menos um pico intenso em baixo angulo,
com outros picos com intensidades menores a angulos ligeiramente maiores. O pico
intenso observado em todas as amostras € um bom indicativo da presenca de

mesoporosidade nos materiais. O fato de a amostra PS-F5¢c e PS-F5e mostrar
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apenas um pico sugere que estas possuem mesoporosidade, mas com uma
estrutura desordenada.

Para materiais cristalinos, a difracdo de raios-X fornece informagdes
estruturais detalhadas, o que faz sua utilizacdo extremamente valiosa e efetiva. No
entanto, o poder desta técnica experimental € limitado ao estudo estrutural de silicas
mesoporosas 3D, uma vez que células unitarias grandes resultam em um pequeno
namero de reflexdes no difratograma e, deste modo, a determinacdo do grupo
espacial e mesmo do sistema cristalino tornam-se dificeis de serem feitas [91]. Este
principio pode ser aplicado a maioria das amostras obtidas neste trabalho, onde um
pico intenso junto a alguns poucos com baixa intensidade puderam ser identificados.

N&o obstante, a amostra PS-F2e (Figura 31) apresenta mais picos que as
outras amostras, 0 que permitiu que sua estrutura pudesse ser determinada. Pelo

menos 9 picos foram identificados.
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Figura 31. Difratograma da amostra PS-F2e.
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As condic¢des das reflexdes observadas séo as seqguintes: {hkl: h + k, h + [, kK + | =
2n}, {OKl: k, I = 2n}, {hhl: h + | = 2n} e {h00: h = 2n}. Consequentemente, F23, Fm3,
F432, F33m, e Fm3m s&o os possiveis grupos especiais. Fm3m foi escolhido por ser
0 grupo espacial de maior simetria [92, 93].

Com o grupo espacial Fm3m, a organizacdo dos mesoporos pode ser
entendida como sendo o arranjo de cavidades esféricas cfc (cubico de face
centrada), com cada cavidade conectada as suas doze cavidades vizinhas através
da abertura paralela a direcdo (110) como mostrado na ilustracdo a seguir (Figura
32):

Figura 32. Representacdo em 3D do arranjo dos poros no grupo espacial Fm3m.

Esta estrutura é também encontrada em alguns materiais mesoporosos
[29, 94, 95], porém apresentando tamanhos de poros menores. E a primeira vez que
este tipo de estrutura é obtida junto a um material hierarquico. Como a amostra PS-
F2e foi aquela que apresentou resultados que permitiram uma ampla caracterizacéo,
optou-se por se realizar novas sinteses utilizando condigbes idénticas aquelas
usadas na obtencdo desta amostra, mas fazendo uso de arranjos diferentes das
nanoesferas de poliestireno, objetivando melhorar as propriedades relativas a

macroporosidade. A amostra que se mostrou mais eficiente foi a PS3-F2c.

4.2.2 Andlise térmica
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Analises térmicas foram realizadas para possibilitar o entendimento dos
processos que ocorrem durante a calcinacdo, e avaliar a estabilidade térmica dos
materiais sintetizados. As primeiras andlises levam em consideracdo o papel
desempenhado pelos surfactantes e pelas nanoesferas de poliestireno.

A Figura 33 mostra os resultados obtidos na termogravimetria para as
nanoesferas de poliestireno (PS), os copolimeros triblocos F127 e a mistura 1:1
PS/F127, esta Ultima representando uma composi¢cdo aproximada dos materiais
recém sintetizados. Trés principais eventos sao observados na curva
termogravimétrica das nanoesferas de poliestireno (Figura 33a). O principal evento,
gue ocorre entre 230 e 346 °C é atribuido a decomposi¢cdo das nanoesferas e é
equivalente a 87 % da massa total. A perda de massa para F127 (Figura 33b)
apresenta dois eventos proximos, entre 117 e 319 °C e estes correspondem a 99,49
% da massa total. Na Figura 33c onde o resultado para a mistura PS-F127 é
mostrada, dois eventos principais aparecem e estes correspondem aos eventos
observados nas curvas termogravimétricas de PS e F127. Isto pode ser mais
facilmente visualizado através da Figura 33d, onde os trés graficos sdo postos
juntos, assim como suas derivadas. A temperatura onde o PS € degradado parece
ndo mudar quando o F127 é adicionado. Por outro lado, a temperatura de
degradacéao do F127 é menor na mistura, o que se deve provavelmente a interacao
entre os dois polimeros. Nenhuma perda de massa é verificada apos 484 °C, o que
significa que em um cenario onde esses polimeros seriam usados como
direcionadores de estrutura, e dependendo das interacdes entre eles e os materiais
silicosos, nenhum polimero deverda permanecer na estrutura desses materiais em
temperaturas elevadas. Baseado nesses resultados, acredita-se que uma
temperatura de 550 °C é adequada para ser usada na calcinacdo dos materiais
recém sintetizados para a eliminacdo dos direcionadores de estrutura e,

consequentemente, para a obtencéo dos materiais hierarquicos.



67

0.5

05
100 4 100 4 .
0.0 4 - et N e S— .,...~./ L o0
-\
80 -| 80 - \ pa
.05 ] \ \ f L-0.5
2 60+ = & 60 vk
& g0 © =]
2 [0 7 =
(O ©
S 40+ S
- b |
20- 204
20 20
04 od ey
T T T T T 2.5 T T T T T T 25
0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500 600
0
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
05
100 - 100 -
o
0.0
80 80 91
@
g i 05 £ ol )
© =) 1
& @ @
© ©
S 40+ 1.0 = 05
20 20+ \
= N\
t-1.5 | Ps R
1 F127
w o] —— PS+F127
. . : . ; 20 ; ‘ ; i ;
s e = o o 5 o 0 100 200 300 400 500 600
0
Temperatura (°C) Temperatura ("C)

Figura 33. Termogramas obtidos em atmosfera de ar dos polimeros a) nanoesferas de

poliestireno, b) F127, c) mistura 1:1 de nanoesferas de poliestireno + F127 e d) todos os
gréficos juntos.

Os termogramas das amostras recém-sintetizadas sdo apresentados na

Figura 34, onde os eventos de termodecomposicdo sdo, em sua grande maioria,
facilmente observaveis.
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Figura 34. a) Termogramas das amostras recém-sintetizadas e b) suas respectivas DTGs.

Os dados relativos as analises termogravimétricas dos materiais recém-
sintetizados encontram-se melhor esquematizados na Tabela 3. Para se estabelecer
a localizacdo de cada evento, considerou-se os maximos das DTGs, ja que estes
sao facilmente visualizados. Um melhor entendimento dos resultados apresentados
pode ser obtido se considerarmos a existéncia de quatro eventos térmicos principais,

0S quais serdo aqui designados como A, B, C e D. O evento A esta relacionado com
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a primeira perda de massa que acontece durante o aquecimento inicial, devendo-se
tratar da eliminacdo de agua; o evento B refere-se a degradacéo do F127; enquanto
os eventos C e D estdo associados a degradacao das nanoesferas de PS.

Tabela 3. Resumo anélise térmica.

Amostra A B C D Residuo
°C % °C % °C % °C % (%)
PS inicio 6,97 - - 295 87,46 454 0,41 0,42
F127 - - 201 99,49 - - - - 0,48
PS:F127 - - 168 59,79 294 37,48 458 2,43 0,46
F1 inicio 3,54 158 46,70 - - - - 42,31
PS-F1 inicio 2,18 160 39,32 275 21,93 467 2,08 34,57
PS-F2 inicio 2,03 159 65,52 - - - - 34,33
PS-F4 inicio 6,70 176 28,41 284 19,76 467 1,58 41,98
PS-F5 inicio 3,67 155 26,46 294 20,58 469 1,63 47,66
PS-F6 inicio 2,83 165 37,49 280 19,13 467 2,16 38,34
PS-F7 inicio 3,91 151 32,43 278 23,85 466 1,78 38,08

A primeira consideracdo a ser feita diz respeito as temperaturas de
degradacdo de PS e F127 quando esses polimeros sdo analisados sozinhos e
guando a mistura dos dois € analisada. O evento B, referente a principal
degradacéao, apresenta um maximo na DTG em 201,64 °C. Este valor muda para
167,90 °C quando F127 é misturado com PS. Nos materiais recém sintetizados este
evento tende a aparecer em temperaturas ainda menores. Quando o F127 encontra-
se junto aos materiais silicosos (materiais recém sintetizados), dois principais fatores
devem ser levados em consideracdo. O primeiro é que esse surfactante encontra-se
preso no interior das paredes de silica, o que pode significar que uma maior
guantidade de energia deve ser adicionada ao sistema de modo que a eliminagéo
dos polimeros poderia se realizar em temperaturas maiores. A0 mesmo tempo, a
pulverizacdo do surfactante sobre a superficie dos materiais acarrete na diminui¢éao
de forcas inter e intramoleculares como forcas de dipolo induzida ou dipolo
permanente fazendo com que eles sejam eliminados em temperaturas ainda
menores, como € demonstrado pelos resultados obtidos. A quantidade de
surfactante usada para cada amostra € diferente, uma vez que esta foi determinada

de acordo com o diagrama de fase correspondente, permitindo-nos obter uma
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simetria cristalina especifica. Deste modo, torna-se dificil avaliar precisamente o que
de fato é responséavel pelo comportamento observado. Nao obstante, uma tendéncia
apontando para menores temperaturas nos eventos B para as amostras recém
sintetizadas nao pode ser negada.

O evento C, que estd relacionado a degradacdo do poliestireno, é
observado em todas as amostras onde estes polimeros foram usados, exceto na
amostra PS-F2. De fato, esta amostra continha uma quantidade de surfactante muito
maior que a usada nas demais amostras e, além disso, o cosurfactante etanol
poderia dissolver as nanoesferas lentamente. As outras amostras mostraram um
leve decréscimo em suas temperaturas e isto pode ser explicado de maneira similar
para o evento B.

Os ensaios de analise térmica diferencial, tanto das amostras obtidas
através de calcinacdo como por extracdo com solvente seguida por calcinacao,
apresentaram resultados semelhantes, ou seja, sem nenhuma variacdo energética
significativa envolvendo os processos de termodecomposi¢cdo. Deste modo, optou-
se por mostrar aqui somente os resultados de duas das amostras. A Figura 35
mostra os graficos de termogravimetria e de andlise térmica diferencial para as

amostras PS-F2e e PS-F2c (livres de compostos organicos).
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Figura 35. Termogramas e gréaficos de analise térmica diferencial das amostras a) PS-F2e e
b) PS-F2c.

Em ambos os casos, um primeiro evento € verificado antes de 200 °C, e
aproximadamente 2% de massa total € perdida. Essa massa € atribuida a agua,
tanto fisicamente adsorvida quanto formando ligagcdes de hidrogénio. Embora a

curva de DTA ndo mostre picos evidentes, é possivel visualizar uma tendéncia no

(AM) via



71

inicio do processo de aquecimento que pode ser associada a um evento
endotérmico: eliminacdo da agua retida na estrutura do material.

Para silicatos porosos, em geral, acima desta temperatura (200 °C)
comeca a deshidroxilagdo dos grupos silanéis [96]. Como diferentes curvaturas dos
mesoporos podem promover a adsorcdo de diferentes quantidades de agua, os
eventos termogravimétricos devem aparecer em temperaturas diferentes
dependendo do sistema de poros.

Uma pequena perda de massa ocorre acima de 200 °C, mas em torno de
600 °C a velocidade de termodecomposicdo aumenta, indicando alguma
modificacdo quimica. De acordo com Selvaraj et al [97], perdas de massa em MCMs
gue ocorrem em temperaturas acima de 350 °C estdo relacionados com a
condensacao de grupos silanol adjacentes para formar ligacdes siloxano. Nas
nossas amostras, esse efeito parece ocorrer em temperaturas maiores sugerindo

uma estabilidade térmica consideravelmente maior.

4.2.3 Microscopia eletrénica de varredura (SEM)

As analises de SEM, exemplificada pela amostra PS-F2e (Figura 36)
revelam a presenca de macroporos em todas as amostras, constituindo uma
estrutura similar a uma colméia. Estes poros sédo cavidades esféricas ordenadas
tridimensionalmente em camadas, ligados por janelas de interconexdo. Os poros
aparecem em uma vasta area da amostra, e ha indicios que a organizacdo do

sistema de poros se da ao longo das camadas internas das amostras.
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Figura 36. SEM da amostra PS-F2e com diferentes aumentos.

A formacdo dos macroporos segue um mecanismo de réplica reversa. A
producdo de materiais baseadas nessa abordagem € marcante por sua simplicidade,
e também pela fidelidade em transferir a estrutura do molde para a réplica [53]. As
nanoesferas de poliestireno obtidas estdo organizadas em geometria compactada,
sendo usadas como direcionadores de estrutura, com a solucéo precursora de silica
sendo adicionada a este monolito de esferas. Os espagos existentes entre elas sdo
entdo preenchidos e, apos algumas horas, a silica condensa. Uma vez que estes
materiais sdo submetidos a calcinagéo, os polimeros (incluindo os direcionadores de
estruturas dos micro e mesoporos) sao removidos e as posi¢ées inicialmente por
eles ocupadas dao lugar aos poros. As janelas sdo formadas como resultado do

contato existente entre as nanoesferas antes da infiltracdo da solucdo precursora.
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Obviamente, a formagao dos macroporos em temperaturas maiores que a do ponto
de fusdo do latex ndo € tdo simples, ja que diversos processos ocorrem
simultaneamente durante a calcinacdo: fusdo do latex, queima do surfactante,
gueima do latex etc. [9]. A primeira camada visivel inclui milhares de poros dispostos
em um arranjo hexagonal. Uma abordagem mais aprofundada sobre as camadas
inferiores é discutida junto com os resultados de HRSEM.

Os diametros médios dos macroporos e das janelas de interconexao sao
esquematicamente apresentados na Figura 37. Os diametros dos macroporos
variam de 272 nm a 350 nm para as amostras calcinadas e de 225 nm para 341 nm
para as amostras. Os tamanhos das janelas de interconexao vao de 62 nma 117 nm
nas amostras calcinadas e de 56 nm a 76 nm nas amostras extraidas com

solvente/calcinadas.
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Figura 37. Tamanhos de macroporos e janelas.

Uma vez que a superficie dos poros € moldada pelas nanoesferas de
poliestireno, espera-se que o0 diametro desses poros ndo exceda o de uma
nanoesfera. O tamanho médio nas nanoesferas de poliestireno (determinado por

esta técnica) é de 358 nm, e este valor é de fato maior que o diametro de todos os
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macroporos medidos. Apos a condensacao da solucao precursora de silica, durante
0 processo de sintese, o material resultante deste processo impde uma certa
pressdo sobre as esferas direcionadoras de estrutura. Na etapa de calcinacao,
guando ocorre a degradacdo dos agentes direcionadores de estrutura, o polimero
comeca a ser liberado, deixando espaco para a silica que acaba por retrair. Como
resultados destes processos, 0s macroporos tendem a adquirir dimensdes menores.

O material sintetizado na forma de monolito apresentou macroporosidade
ao longo de toda a estrutura. A Figura 38 mostra as micrografias para a amostra
PS3-F2C, onde é possivel visualizar facilmente a presenca de macroporosidade em

todo o material.

Figura 38. SEM da amostra PS3-F2c mostrando a) a presenga de macroporos em todo o
monolito e b) os macroporos com organizagdo uniforme.

Diferentemente do que foi observado nas amostras cuja sintese baseou-
se no uso de nanoesferas de poliestreno na forma de po6, o material
hierarquicamente estruturado obtido na forma de monolito mostrou ser possivel
obter a maxima quantidade de macroporosidade que os templates podem gerar. Isto
€ sem duavida alguma uma propriedade desejavel, pois confere ao material
homogeneidade em relacdo a este tipo especifico de sistema de poros, além de
permitir que aplicagbes especificas em que se faz necessario o uso do material com
um formato particular possam ser executas sem que seja imperativo etapas

adicionais.

4.2.4 Microscopia eletrénica de varredura de alta resolucéo (HRSEM)
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Estudos estruturais feitos em superficies externas por meio de SEM sao
limitados devido ao problema gerado pelo efeito de acumulo de carga em estruturas
de silica ndo-condutoras. HRSEM, no entanto, que pode auxiliar na determinacao do
arranjo dos mesoporos, tem sido desenvolvida e utlizada para se visualizar
diretamente a configuracao de poros na superficie externa de silicatos mesoporosos,
mesmo sem o revestimento com metais ou carbono [98].

A amostra PS3-F2c foi escolhida para as analises de HRSEM, por se
tratar do material em que a concentragdo dos macroporos foi maximizada. Na Figura
39a, observa-se uma superficie originada do processo de polimento com feixe de
Ar’. Nesta imagem ¢é possivel verificar a existéncia de macroporos. Estes, no entanto
apresentam-se com a superficie fragmentada, possivelmente devido ao polimento.
Por outro lado, uma ampliacdo desta imagem (Figura 39b) permite identificar
mesoporos distribuidos ao longo das paredes que separam 0S macroporos. A
organizacdo do sistema de poros na mesoescala deve seguir a geometria
determinada através de DRX, ou seja, grupo espacial Fm3m. Obviamente, nio é
possivel inferir estas informacdes apenas a partir das micrografias obtidas nas
analises de HRSEM, mas estas imagens mostram de maneira clara a existéncia de
diferentes niveis de porosidade na arquitetura dos materiais sintetizados. Em outras
palavras, os resultados de DRX e HRSEM demonstram o carater hierarquico dos

silicatos produzidos.
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Figura 39. HRSEM da amostra PS3-F2c mostrando mesoporos.

A mesoporosidade é originada da organizagdo de copolimeros em bloco
Plurénico F127 presentes em alta concentragdo na solugdo inicial. O mecanismo
pelo qual este surfactante da origem a um sistema de poros é similar aquele da
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macroporosidade, mas em escala muito menor. Além disso, como esses
surfactantes sdo constituidos por cadeias hidrofébicas e hidrofilicas, elas atuam
produzindo meso- e microporos, respectivamente. Embora a mesoporosidade seja
bastante ordenada, os microporos formados devem ser ordenados de acordo com
as cadeias hidrofilicas, as quais ndo sdo esperadas apresentar estrutura cristalina.
Outra micrografia da amostra PS3-F2c mostra que as seccodes
transversais polidas com feixe de Ar* produziram uma superficie plana onde alguns
defeitos séo claramente visiveis. Na Figura 40a pode-se observar que pequenas
partes do material, fragmentadas durante o processo de polimento, encontram-se
dentro dos macroporos. A Figura 40b mostra que, mesmo assim, a estrutura interna
destes poros é claramente preservada. Além disso, as janelas de interconexao entre
0S macroporos apresentam-se bem definidas. Apdés o processo de calcinacéo
realizado com razdo de aquecimento muito baixa, as espécies poliméricas séo
removidas e a estrutura remanescente € formada por silica, organizando-se como
uma réplica inversa do arranjo original das nanoesferas de poliestireno. Apos a
remocao dos agentes direcionadores de estrutura, ha o encolhimento da estrutura
como ilustrado na Figura 40b, onde os circulos tracejados representam os tamanhos

originais das nanoesferas. Este encolhimento deve ser altamente uniforme uma vez

gue estrutura retém um alto nivel de simetria.

b

B

Figura 40. HRSEM da amostra PS3-F2c¢ mostrando detalhes.

Na Figura 41 estdo representados maiores detalhes referentes ao
processo de formacgédo dos macroporos. Uma camada de estrutura compactada pode
ser vista inteiramente ao longo da camada A (Figura 41b), a qual se superpde sobre

uma camada B (Figura 41d), enquanto as janelas de interconexao entre as camadas
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A e B podem ser vistas entrando no plano da imagem (Figura 41c). A amostra é
cortada de tal forma que os sitios intersticiais, tetraédricos, sdo expostos (Figura
41%). Como estes sitios intersticiais s&o menores em relacdo as cavidades esféricas
torna-se evidente que tanto o polimento de secdo transversal € plano como a
estrutura mantém a geometria de empacotamento sem distorcdo, apesar da
calcinacdo e do polimento com feixes de Ar*. Estes sitios (poros) tetraédricos
sugerem que a solucdo precursora de silica condensa em torno das esferas de
poliestireno, dando origem a uma espécie de envelope de silica deixando os

espacos tetragonais sem preenchimento, isto €, originando um novo sistema de

poros.

Figura 41. HRSEM da amostra PS3-F2c detalhando o processo de formagdo do
macroporos.

A solucéo inicial de silica ndo penetra no espaco onde as nanoesferas se
tocam fazendo com que, apdés a calcinacdo, as janelas de interconexdo sejam
geradas. Como as esferas de poliestireno sdo organizadas em estruturas compactas

(possivelmente uma mistura de hcp e ccp), cada esfera toca outras 6 no mesmo
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plano e outras 6 em diferentes planos (3 no plano superior e 3 no plano inferior).
Deste modo, devera haver 12 janelas de interconexdo no interior de cada
macroporo, conferindo elevada conectividade entre os macroporos gerados.

A formacdo de uma janela de interconexao entre macroporos, embora
pareca seguir um mecanismo simples, apresenta algumas peculiaridades. Estas

podem ser observadas com maior clareza na micrografia mostrada na Figura 42.

Figura 42. HRSEM da amostra PS3-F2c mostrando formato da janela de interconexao

Nesta imagem, € possivel visualizar que as bordas (interiores) das janelas, isto é, as
regides de fronteira entre dois macroporos, apresentam um formato curvo, o qual
deve ter alguma relacdo com as diversas interacdes existentes entre os constituintes
da solucao precursora e 0s agentes direcionadores de estrutura, durante o processo
de sintese.

Uma abordagem mais concisa a este respeito leva em consideracédo a

influéncia exercida pela presenca dos agentes direcionadores de estrutura
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mesoporosa sobre a distribuicdo da solucdo fonte de silica na regido onde ha o
contato entre as nanoesferas de poliestireno. Neste sentido, o comportamento
observado pode ser explicado a partir das consideragOes feitas sobre a ilustracdo a

seguir (Figura 43):

Figura 43. Formacao das janelas de interconexao

Nesta figura, sdo mostradas duas nanoesferas de poliestireno, em um plano, que se
tocam em um ponto. Na Figura 43a, a regido verde representa a solugédo precursora
de silica que preenche o espaco entre as nanoesferas exceto, é claro, 0 ponto em
gue elas se tocam. Neste caso, € esperado que as janelas de conexdo tenham
diametros muito pequenos, inferiores aos observados por meio da HRSEM. Na
Figura 43b por outro lado, € mostrada uma situacdo onde ha uma limitacdo que
restringe o acesso da solucdo precursora de silica préxima a regido onde os
direcionadores de macroestrutura se tocam, 0 que originaria janelas com diametros
maiores e condizentes com as observacfes experimentais.

Estes argumentos sdo melhor fundamentados a partir da ilustracdo a

seguir (Figura 44):
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Escala: 1 nm = 10 pixel

Figura 44. Representacdo do processo de formagéo das janelas de interconexdo mostrando
detalhes sobre a mesoporosidade

As esferas menores representam as micelas de F127 em um arranjo cubico visto na
direcdo (111), ocupando o0s espacos intersticiais entre as nanoesferas de
poliestireno (esferas maiores). A porcdo hidrofébica (central) das micelas, nao
apresenta afinidade com a superficie das nanoesferas, ja que estas Ultimas devem
apresentar carater aniénico, devendo assim ocorrer repulsdo entre as nanoesferas e
a regiao hidrofoébica das micelas de F127. Espera-se que esta repulsédo, no entanto,
seja contrabalanceada pela afinidade que deve existir entre a porgéo hidrofilica das
micelas (regido externa), a solugdo precursora de silica e as nanoesferas. Como
consequéncia, uma camada de silica deve vir a separar os mesoporos da superficie

dos macroporos, comprometendo a interconectividade entre estes tipos de poros.
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Alguns detalhes interessantes que dizem respeito aos macroporos
originados nos intersticios das nanoesferas de poliestireno, assim como informacdes
adicionais sobre a conectividade do mesoporos com macroporos estao disponiveis
na (Figura 45). Além dos macroporos gerados pelos espacos originalmente
ocupados pelas nanoesferas de poliestireno, um segundo tipo de macroporosidade
também foi observado. Esta imagem mostra uma seccdo transversal obtida pelo
polimento feito com feixe de ions arg6nio. Possivelmente trata-se de um plano (111)
levemente inclinado. E possivel observar sitios tetraédricos com aberturas no centro,
compativeis com um tipo de macroporos com dimensdes reduzidas (circunferéncias
laranja) e regides onde se visualiza apenas mesoporos (circunferéncias verdes),

mas onde se espera haver macroporos da mesma natureza no seu interior.
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100 nm

Figura 45. HRSEM da amostra PS3-F2c mostrando a) mesoporos em intersticios
tetraédricos (circunferéncias verdes) e macroporos no centro dos intersticios
(circunferéncias laranjas) e b) macroporos nos intersticios tetraédricos (circunferéncias
laranjas) e macroporos que podem estar associados a intersticios octaédricos ou
tetraédricos (circunferéncias verdes).

Estes macroporos sédo formados nos intersticios oriundos da compactacao
das nanoesferas. Estes espacos intersticiais, tetraédricos, sugerem que a solucao

de silica condensa em torno das nanoesferas de poliestireno originando uma
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espécie de envelope de silica, o qual resulta em uma area ndo preenchida neste

espaco tetraédrico (Figura 46).

a b

Figura 46. Formacdo de macroporos em espacos intersticiais: a) condensacao da silica em
torno das nanoesferas de poliestireno e b) detalhes de formacdo de um intersticio
tetraédrico (macroporo).

De acordo com resultados de analises de HRSEM feitas em monolitos de
nanoesferas de poliestireno, tais intersticios sao sitios tetraédricos, o que indica um
empacotamento das nanoesferas em arranjo cubico de face centrada.

A micrografia mostrada na Figura 47 aponta para a inexisténcia de
macroporos em uma das superficies. Como a amostra PS3-F2c foi sintetizada
utiizando monolitos de nanoesferas de poliestireno, é esperado que sobre a
superficie destes monolitos seja formada uma camada da solucao precursora (como
pode ser observado na Figura 27b), que apés a condensacdo e subsequente
eliminacdo dos direcionadores de estruturas, originara uma camada de silicato
mesoporoso, mas sem macroporosidade, uma vez que esta camada ndo tem em
seu interior nanoesferas de poliestireno, ou seja, agentes direcionadores de

estrutura macroporosa.
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Figura 47. HRSEM da amostra PS3-F2c mostrando regides com a) (l) superficie de
mesoporos e (lI) macroporos e b) ampliagdo de (l), onde s&o visualizados apenas
Mesoporos.

A formacédo desta camada do material sem a presenca de macroporos,
entretanto, deve se limitar apenas as camadas mais externas do material, ndo

comprometendo a arquitetura do material como um todo.



4.2.5 Adsorgéao-desorcédo de N,
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O grafico com as isotermas de adsor¢cédo/desorcdo de N, assim como a

distribuicdo de tamanhos de poro, para as amostras PS-F2c e PS-F2e séo

mostrados na Figura 48:
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Figura 48. Isotermas de adsorcdo das amostras PS-F2c e PS-F2e (a e ¢) junto com a
distribuicéo de poros (b e d).

A area superficial calculada através do método BET, é de 469 m’g™ para

a amostra PS-F2c e de 283 m?g™” para a amostra PS-F2e, valores considerados

elevados em se tratando de materiais que apresentam mais de um sistema de

porosidade. Aqui, € possivel observar a presenca de histerese, em ambas as

isotermas, que ocorre devido a condensacao capilar do adsorbato (nitrogénio) no

interior de mesoporos. Esta informacao é especialmente Util, pois € uma indicacao

clara da presenca de mesoporosidade na estrutura dos materiais, além de reforcar

os resultados de difracao de raios-X no que diz respeito a tais propriedades.
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Os gréaficos que apresentam a distribuicdo de poros (Figura 48direita)
mostram uma faixa de tamanhos relativamente estreita, 0 que € um bom indicativo
de que as dimensdes dos mesoporos séo bastante homogéneas.

Os valores das areas superficiais, volumes de poros e diametros médios

de poros das demais amostras encontram-se sumarizados na Tabela 4.

Tabela 4. Resumo das analises de adsorcao/desorcao de nitrogénio.

Amostra Seer Ve’ e’
(m?g™) (cm®g™) (hm)
Flc 325 0,28 3,4
PS-Flc * * *
PS-F2c 469 0,46 3,9
PS-F4c 132 0,09 2,6
PS-F5c 345 0,23 2,7
PS-F6c 228 0,18 3,2
PS-F7c 381 0,27 2,9
Fle 245 0,19 3,2
PS-Fle * * *
PS-F2e 283 0,28 3,9
PS-F4e 119 0,07 2,4
PS-F5e 225 0,17 2,7
PS-F6e * * *
PS-F7e * * *
PS3-F2c 377 0,30 4,0
Area superficial, 2Volume de poro, ®Diametro médio de
poro.

Todas as amostras apresentaram isotermas do tipo IV* [99], assim como
apresentam histerese, caracteristica tipica de materiais que apresentam

mesoporosidade.

T Alguns valores nao foram disponibilizados em virtude de problemas técnicos.
* Existe uma série de cinco isotermas tipicas que representam a maioria das curvas encontradas na
pratica. Isotermas do tipo | indicam que o material apresenta somente microporosidade; as do tipo Il
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Observa-se claramente que as areas superficiais sdo maiores para as
amostras calcinadas do que para aquelas que foram submetidas a extracdo com
solvente antes da calcinacdo. Essa caracteristica pode ser explicada da seguinte
forma: ap6s a condensacéo da solucdo de silica precursora, durante o processo de
sintese, o material formado deve impor uma certa pressao sobre os polimeros que
irdo dar origem ao sistema de poros. Esta pressao comeca a ser anulada a partir do
momento em que o material € aquecido a temperaturas onde a degradacdo dos
agentes direcionadores de estrutura se inicia, ja que os polimeros comecam a ser
liberados e passam a dar espaco a uma pequena parcela das paredes de silica.
Como resultado deste processo, os poros adquirem menores dimensdes, assim
como previsto no trabalho de Sen et al. [4]. Como a grande maioria da area
disponivel deve-se a presenca de mesoporos, durante o processo de extracdo dos
direcionadores de estrutura, as amostras tendem a encolher, mas esse efeito é mais
pronunciado para as amostras tratadas com solvente uma vez que a eliminagdo dos
polimeros ocorre através de duas etapas principais: a dissolu¢do dos polimeros com
THF e por aquecimento.

Embora haja razdes para se acreditar que 0s cosurfactantes exercem
influéncia sobre as areas superficiais dos materiais hierarquicos, nao € possivel tirar
conclusdes sobre estas possiveis influéncias, uma vez que as massas dos
surfactantes e cosurfactantes, que s&o determinadas a partir dos seus
correspondentes diagramas ternarios de fases, sdo diferentes para cada amostra. E
importante salientar que a escolha foi feita com objetivo de se obter fases
mesoporosas com estrutura cubica. Para avaliar o papel que os cosurfactantes
desempenham na obtencdo de elevadas areas superficiais, seria necessario a
realizacdo de novas sinteses utilizando misturas reacionais idénticas e variando o
tipo de cosurfactante.

Analises posteriores foram realizadas com o objetivo de avaliar as
propriedades texturais da amostra PS3-F2c, a qual consiste de um material
hierarquicamente estruturado obtido na forma de monolito. As isotermas

correspondentes a esta amostra sdo mostradas na Figura 49.

sdo obtidas quando a saturacdo ocorre em pds ndo porosos; isotermas do tipo Il séo caracterizadas
por calores de adsorgédo inferiores ao calor de liquefacdo do adsorbato; isotermas do tipo IV ocorrem
com adsorventes porosos com diametros de poros entre 15 e 100 angstrons e isotermas do tipo V
resultam quando existe pouca interacao entre o adsorvente e o adsorbato.
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Figura 49. a) Isotermas de adsorcdo-desor¢cdo de nitrogénio da amostra PS3-F2c e b)
distribuicdo dos tamanhos de poro.

Esta amostra apresentou uma area de 377 m?g™, o que é um valor abaixo
do observado para a amostra PS-F2c cuja composicdo da mistura reacional é
idéntica e que difere apenas no uso do agente direcionador de estrutura de
macroporos na forma de po e ndo de monolito.

E possivel observar nas isotermas de todas as amostras um incremento
bastante acentuado de volume adsorvido em baixos valores de pressdes relativas, o
gue pode ser atribuido a presenca de microporosidade. A partir das isotermas da
amostra PS3-F2c, mostradas na Figura 49, foi feito o tratamento t-plot para a
determinacdo da area superficial proveniente de microporos, tendo em vista que
esta amostra se apresenta na forma de monolito e €, portanto a mais conveniente
para as finalidades desejadas neste trabalho. O grafico t-plot € mostrado na Figura
50.
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Figura 50. Andlise t-plot da amostra PS3-F2c.

Este tratamento, que é feito levando-se em consideracdo volumes de
adsorcao obtidos a baixos valores de pressdes relativas, mostrou que a area
superficial proveniente de microporos corresponde a 151 m“g™’. Este valor indica
haver uma populacdo elevada de cavidades com diametros inferiores a 2 nm. Por
outro lado, como sugerem os resultados de difracdo de raios-x, estes poros nao
devem estar dispostos de forma ordenada, diferentemente do que é observado nas
estruturas meso- e macroporosas. O mecanismo mais provavel para explicar a
presenca de microporosidade néo cristalina, isto €, de forma desordena baseia-se
no espaco ocupado pelas cadeias hidrofilicas (ver Figura 4a) dos copolimeros em
bloco durante o processo de sintese. A mistura reacional contendo a fonte de silica
interage com a porcao hidrofilica dos copolimeros em bloco (F127), onde € em
seguida condensada em virtude das condi¢cdes de sintese. Quando os agentes
direcionadores de estrutura sdo removidos, o espagco ndo ocupado pela silica da

lugar as cavidades de microporos. Tendo em vista que a distribuicdo das cadeias
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poliméricas no espaco ndo origina estruturas organizadas, as cavidades
correspondentes que sdo formadas ap0s a remocdo dos compostos poliméricos

também n&do devem se dispor de forma organizada.

4.2.6 Porosimetria de mercurio

Os resultados provenientes das andlises de porosimetria com mercurio
tratam das propriedades texturais dos macroporos. Esta técnica pode, portanto ser
tratada como uma ferramenta completar da adsor¢céo/desorgéo de nitrogénio, uma
vez que esta ultima fornece dados de suma importancia sobre as propriedades
superficiais dos materiais porosos, mas € limitada a escalas macrométricas. Os
graficos de intrusdo/extrusdo de mercurio, e da distribuicio de poros séao

apresentados na Figura 51.
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Figura 51. Resultados de porosimetria de mercurio da amostra PS3-F2c.

A area superficial referente a presenca de macroporos, determinada a
partir do tratamento destes graficos, é de 55 m2.g*, valor considerado elevado em se
tratando de poros com tamanhos elevados. Além disso, a densidade aparente
(esqueleto) é de 0,664 g.cm™. No grafico que mostra a distribuicdo de poros,
verifica-se a existéncia de dois picos, com maximos em 200 nm e 60 nm. Estes
diametros correspondem ao sistema duplo de macroporosidade previamente
discutido nas analises microscoépicas.

As propriedades texturais dos materiais hierarquicamente estruturados

apresentados neste trabalho devem considerar os aspectos relacionados com o0s
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trés tipos de porosidade, ou seja, micro, meso e macro. Os dados de tais
propriedades sdo obtidos utilizando tanto a porosimetria de mercdrio quanto as
analises de adsorcdo de N,. No primeiro caso, como mostrado, avalia-se as
caracteristicas relacionadas a macroporosidade. Ja nas analises de adsorcao de N
o tratamento de BET fornece informacfes inerentes as estruturas micro- e
mesoporosas, enquanto o tratamento do t-plot permite a determinacdo da area
superficial de microporos. Todas estas informagfes, para a amostra PS3-F2c,
encontram-se dispostas na Tabela 5.

Tabela 5. Resumo das propriedades texturais da amostra PS3-F2c.

Area superficial BET 377 m*g*
Area de microporo t-plot 151 m*g*

Adsorcdode N,  Area de mesoporo (BET - t-plot) 226 m*g™

Volume de poro total 0,37cm®g*
Volume de microporo t-plot 0,06 cm*g*

Porosimetriade  Area de macroporo total 55m°g"
mercrio Volume de intrus&o total 1,96 cm®g™

A area total desta amostra €, portando a soma das areas dos micro-,

Meso- € Macroporos, o que resulta em um valor de 432 m?.g™.

4.2.7 Microscopia eletrénica de transmissao (TEM)

Embora as analises de microscopia eletrénica de varredura em alta
resolucdo tenham fornecido valiosas informacfes a respeito do sistema
macroporoso, elas ndo permitem analises consistentes no que diz respeito ao
sistema mesoporos, apesar de poderem indicar sua existéncia. Deste modo, as
analises de TEM foram realizadas no sentido de permitir uma avaliacdo mais
criteriosa do sistema de mesoporos, uma vez que esta técnica permite a
visualizacao deste tipo de poros.

A imagem de TEM obtida para as amostra PS-F2e € mostrada na Figura
52. Conforme evidenciado pelas analises de SEM, a macroporosidade é observada

em uma ampla area das amostras analisadas. Por outro lado, os dados que
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fornecem informagOes detalhadas sobre a organizagdo dos mesoporos e sua

disposi¢cdo em relacdo aos macroporos sao obtidos através de TEM.

Figura 52. TEM da amostra PS-F2e.

Verifica-se a existéncia de mesoporos nas paredes dos macroporos.
Esses mesoporos sdo bem organizados, como foi anteriormente mostrado nas
analises de difracdo de raios-X. De acordo com o0 que é observado nas imagens de
TEM, a forma pelo qual o sistema de poros se organiza indica uma sequéncia
hierarquica, isto é, 0 sistema poroso na mesoescala encontra-se integrado junto ao
sistema de poros maior (macroporoso).

A amostra PS3-F2c, por ter sido sintetizada fazendo-se uso de monolitos
de nanoesferas de poliestireno, apresenta uma ampla concentracao destes tipos de
poros como mostra a Figura 53. Nesta imagem, verifica-se também a presenca de
mesoporos com estrutura bem definida, distribuidos ao longo das paredes dos

macroporos.
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Figura 53. TEM da amostra PS3-F2c¢ a) mostrando a distribuicdo dos macroporos e b) com
maior resolucdo mostrando a organizacdo dos mesoporos.

A Figura 54 mostra maiores detalhes sobre a organizacdo do sistema
poroso. Dentre as propriedades deste material, a conectividade entre os macroporos
€ facilmente observada. Tal conectividade é oriunda por janelas cuja formacéo
origina-se do contato entre as nanoesferas de poliestireno antes da etapa de
calcinacéo. A existéncia dessas janelas permite que o fluxo de reagentes ou outras
moléculas de interesse, para as partes mais internas do material poroso, seja
maximizado e deste modo atinjam prontamente a superficie dos poros menores.
Uma vez que 0S mesoporos encontram-se em um arranjo cubico, a eficiéncia de
processos onde os poros devem ser acessados por moléculas reagentes deve ser
maximizada. Além do mais, todas as paredes que interpfe 0S macroporos sao
preenchidas por mesoporos, fazendo com que este material possua elevado
potencial em aplicacbes tecnoldgicas tais como: adsorcado, catélise, filtracdo entre

outros.
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Figura 54. TEM da amostra PS-F2e com detalhes.

E evidente a forma como os mesoporos encontram-se distribuidos, sendo
gue em um plano cada poro é cercado por outros seis, como deve ser esperado

para uma estrutura com grupo espacial Fm3m.

4.2.8 Microscopia de forca atdmica (AFM)

Ambas as analises de SEM e TEM fornecem importantes informacfes
acerca da superficie dos materiais e dos poros. Entretanto, estas técnicas nao
permitem a identificacdo de caracteristicas particulares existentes nas paredes entre
0s macroporos. Uma imagem obtida por meio de AFM da amostra PS-F2e é
mostrada na Figura 55 (I e 1l). Até o presente momento ndo ha registros na literatura
do uso desta técnica sendo aplicada ao estudo de materiais porosos hierarquicos.
Os resultados apresentados aqui mostram propriedades relevantes da superficie
externa, essencialmente com respeito aos macroporos. As dimensdes das aberturas
maiores sdo de aproximadamente 300 nm, concordando com as medidas feitas
através de SEM. Além disso, a forma dos poros p6de ser estimada através das
medidas mostradas na Figura 55 (Il e 1IV). Estes dados confirmam que 0s poros

apresentam naturezas idénticas e tamanhos uniformes, o que confere a estes
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materiais um alto grau de homogeneidade no que diz respeito a distribuicdo dos

sistemas porosos.
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Figura 55. Imagem obtida por AFM da amostra PS-F2e.

Uma outra vantagem no uso de AFM no estudo de caracterizacdo de
materiais porosos € a possibilidade de estimar a profundidade dos poros, e nao
somente o diametro como é feito a partir de medidas realizadas apenas nha
superficie. Como pode ser observado nas medidas efetuadas nas imagens de AFM,
mostradas na Figura 55, a profundidade dos poros é da ordem de 200 nm. A forma
esférica dos poros observada nas demais técnicas de microscopia também é
evidenciada aqui, embora esta informacdo néo seja prontamente perceptivel ao se
observar os gréaficos de medida de uma seccéo transversal. O caminho percorrido
pela agulha usada como sonda nas analises de AFM corresponde, com elevada
precisdo, aos graficos mostrados na figura anterior, e estes sédo caracteristicos de
poros com formato esférico.

Os dados de AFM podem sem apresentados ainda através de um grafico

3D, como exemplificado no caso da amostra PS3-F2c (Figura 56).
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Figura 56. Projecdo em 3D de imagem obtida por AFM da amostra PS3-F2c.

Nesta imagem, detalhes da topologia do material hierarquico podem ser
melhor observados. E importante notar que a resolucdo desta técnica no que diz
respeito a profundidade € limitada, em grande parte, a forma e ao tamanho da ponta
da agulha que desempenha a funcédo de sonda. Deste modo, a Figura 56 mostra a
topologia da amostra em uma escala de cerca de 500 nandmetros, o que é
suficiente para se visualizar as principais propriedades inerentes a topologia da
camada superficial de macroporos.

Embora o difratograma de raios-X da amostra PS-F2e revele a simetria da
fase mesoporosa, ele ndo permite confirmar de forma definitiva se o sistema de
mesoporos existe no interior dos macroporos, isto €, ndo ha evidéncias suficientes
para inferir detalhes sobre a interconectividade entre os diferentes sistemas porosos.
Para resolver esta importante questdo, recorreu-se a analise de microscopia de
forca atbmica no modo de deflexdo, cujos resultados obtidos para esta amostra (PS-

F2e) sdo mostrados na Figura 57:
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Figura 57. Imagem obtida por AFM em modo de deflexdo mostrando ranhuras no interior da
parede macroscopica consistente com os sistemas de canais mesoporosos interconectados
com 0 sistema macroporoso.

Esta imagem é obtida com sonda de alta-resolucéo, possibilitando o
contraste de algumas caracteristicas mesoporosas presentes na superficie interna
da estrutura macroporosa. A medida que a sonda percorre a superficie
macroporosa, a ponta da sonda rola sobre as janelas de interconexao e o resultado
€ uma imagem que é a convolucdo do caminho percorrido pela sonda, e é
dependente do formato da ponta da sonda e da estrutura que constitui a superficie
do material analisado. A estrutura da superficie da parede de um macroporo €&
revelada em maiores detalhes operando o microscopio de forca atbmica no modo de
fase, 0 que permite uma deteccdo mais detalhada das diferencas de composicédo da
superficie interna do macroporo. Os resultados mostrados na Figura 57 indicam a
presenca da estrutura mesoporosa na superficie da parede macroporosa, e a

distancia entre as ranhuras observadas na imagem é de 18,1/42 = 12,8 nm é
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condizente com a estrutura mesoporosa cubica de face centrada, evidenciada pelas
analises de difracdo de raios-X. E importante ressaltar, entretanto, que embora estas
observacgdes sejam consistentes com a presenca de uma estrutura mesoporosa na
superficie dos macroporos, os resultados de HRSEM ndo indicaram haver
conectividade efetiva entre estes dois sistemas de poros, de modo que os resultados
de AFM podem estar associados a propria topologia da superficie macroporosa e

nao necessariamente a presenca de mesoporos com aberturas para esta superficie.

4.2.9 Mecanismo de formacgao

As etapas envolvidas no processo de formagdo dos materiais
hierarquicamente estruturados s&o mostradas na Figura 58. Os mecanismos
envolvidos na sintese destes materiais iniciam-se com a adicdo da solucéo
precursora de silica ao sistema de agentes direcionadores de estrutura. O primeiro
desafio consiste em fazer com que os intersticios existentes neste sistema sejam
preenchidos de modo a ndo permitir que sobrem espacos vazios, 0 que acarretaria
na formacdo de uma estrutura desorganizada. Como mostrado na Figura 58a, tal
preenchimento ndo deve oferecer maiores complicacbes ja que 0S espacos
intersticiais para este tipo de estrutura sdo razoavelmente grandes. Uma dificuldade
maior recai sobre a necessidade de se adicionar no sistema reacional um agente
direcionador de estrutura para a geracdo de mesoporos. O ponto chave aqui se
refere a forma de organizacdo que estes agentes, neste caso o copolimero em bloco
F127, devem apresentar, ou seja, um conjunto de espécies organizadas para gerar
mesoporos deve coexistir dentro um sistema desenvolvido para originar a rede de
macroporos. A Figura 58c ilustra como é possivel haver esta interacdo entre o0s
agentes modeladores de estrutura. Outra propriedade significativa do copolimero
F127 é que o mesmo pode ainda gerenciar a formacdo de microporos, embora estes
ndo venham a apresentar organizagdo -caracteristica, como de fato ndo é
evidenciado pelo ndo surgimento de picos de difracdo de raios-x em regides de altos
angulos. Como resultado neste conjunto de propriedades de auto-organizacdo das
nanoesferas de poliestireno e do copolimero em bloco tem-se a geracdo de um
material possuidor das trés classes de porosidade, cada uma delas apresentando
elevada homogeneidade. Os poros com os diametros maiores encontram-se
separados pelas paredes de silica, as quais sdo formadas pelos poros com

dimensfes mais baixas Figura 58d. Esta organizacdo é especialmente notavel pela
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conectividade entre os sistemas de poros, pois deste modo, pode-se esperar uma

interligacao efetiva entre os diferentes sistemas do material obtido.
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Figura 58. Mecanismo de formacdo dos materiais hierarquicamente estruturados: a)
preenchimento, com a solucéo precursora de silica, dos intersticios entre as nanoesferas de
poliestireno, b) formagéo dos macroporos apos a remog¢éo das nanoesferas, c) organizagao
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das micelas formadas pelo copolimero F127 (inserida na solu¢do precursora) em torno das
nanoesferas e d) arranjo ordenado dos macro-, meso- € microporos.

Evidentemente, os poros s6 sdo de fato formados quando todos os
agentes poliméricos s@o eliminados, seja através de calcinacdo ou atraveés da
extragdo com solvente seguido de calcinagdo, pois sdo exatamente 0S espacos

ocupados por estes agentes que remanescem como poros no material hierarquico.
4.3 Zedblitas com arquitetura macroporosa

4.3.1 Difragao de raios-X
O difratograma de raios-X obtido para a amostra PS-DYc é mostrado na

Figura 59.
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Figura 59. Difratograma de raios-X da amostra PS-DYc com os padrdes de duas fases
identificadas.
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Este difratograma indica que mais de uma fase cristalina foi obtida. E
possivel verificar a presenca de pelo menos duas fases: da zeolita X e da zedlita A,
cujos padrdes sdo mostrados. As zedlitas X e A apresentam razdo Si : Al proxima a
1[100], de modo que a mistura reacional inicialmente prevista para gerar a zedlita Y

mostrou-se mais apropriada para sintese de zedlitas com menor teor de aluminio.

4.3.2 Microscopia eletronica de varredura

O controle da morfologia zeolitica mostra-se bastante interessante tendo
em vista que esta propriedade permite um design racional de produtos que
apresentem uma ampla faixa de aplicacbes [101]. A formacdo de uma estrutura
macroporosa formada a partir da sintese de zedlitas € evidenciada pelas analises de
microscopia eletrénica de varredura cujos resultados sdo mostrados na Figura 60:

Figura 60. SEM da amostra PS-DYc¢ mostrando estruturas macroporosas.

As zedlitas sintetizadas deram origem a um sistema de macroporos
oriundos da cristalizacdo das zedlitas em torno do agente direcionador de estrutura
macroporosa, formadas por nanoesferas de poliestireno, as quais apresentavam
uma estrutura organizada. Na etapa de calcinacdo, estes foram eliminados dando
origem as cavidades de dimensdes macrométricas.

A extensdo em que se observa a presenca de macroporosidade,
entretanto se limita a uma fragdo do material total obtido, assim como € reportado
em outros trabalhos [102, 103]. Uma parcela consideravel deste apresenta-se na
forma de cristalitos onde duas morfologias bem definidas sdo observadas na Figura
61.
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Figura 61. SEM da amostra PS-DYc mostrando diferentes morfologias zeoliticas.

E provavel que as duas morfologias verificadas refiram-se as duas
zedlitas identificadas através da difratometria de raios-X.

4.4 Funcionalizagdo do suporte
Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho obtidos para a

amostra MHE funcionalizada com glutaraldeido (amostra MHE-GA) sdo mostrados
na Figura 62.
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Figura 62. Espectros de absorcdo na regido do infravermelho para o processo de
funcionalizagdo da amostra MHE com GA.
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Nestes graficos ndo se observa a presenca de nenhuma banda referente
a uma possivel interacao do glutaraldeido com a amostra. Embora n&do tenha havido
confirmacdo da funcionalizacdo através desta técnica, foi possivel observar que a
coloracdo da amostra MHE-GA apresentou-se com uma totalidade levemente
avermelhada, um pouco diferente, portanto da amostra MHE, que possuia aspecto
esverdeado. E provavel que o glutaraldeido tenha se impregnado no interior do
sistema de poros do suporte sem que tenha havido interacdo quimica.

Diante destes resultados inconclusivos, optou-se por uma nova etapa de
funcionalizac&o, agora fazendo uso do composto MBT (2-mercaptobenzotiazol). A
funcionalizagdo da amostra com o composto MBT apresenta algumas dificuldades
ndo podendo ser feita diretamente. Deste modo, é necessario utilizar um terceiro
composto, o CPTS, para atuar como um mediador entre a amostra MHE e o
composto MBT. O primeiro passo € promover uma reacédo entre o MBT e o CPTS.
Em seguida, € necessario promover a reacao entre o MBT-CPTS e a amostra MHE.
Estas reacOes, baseadas na rota homogénea proposta por Pérez-Quintanilla [85],
séo apresentadas na ilustracédo a seguir (Figura 63).
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Figura 63. Rota homogénea de funcionalizacdo com MBT.

Como pode ser observado na Figura 63, a funcionalizacdo se processa através de
um intermediario que exerce a funcao de se ligar concomitantemente a superficie do
material hierarquico e ao composto MBT.

A eficiéncia deste método foi avaliada através de espectroscopia de

absorcao na regido do infravermelho, cujos espectros sdo mostrados na (Figura 64).
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Figura 64. Espectros de absor¢cdo na regido do infravermelho para o processo de
funcionalizagdo da amostra MHE com MBT.

No espectro da amostra MHE-MBT é observado o surgimento de trés
bandas, em 1458, 1425 e 1396 cm™, as quais podem ser atribuidas a vibracdes de
estiramento das ligacdbes C=N e C=C [85, 104]. Estes resultados indicam que ha
MBT interagindo de alguma maneira com a superficie da amostra MHE, levando a

conclusdo que o processo em questao resultou na funcionalizacao do suporte.
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4.5 Testes cataliticos
Na Figura 65, é mostrada a variagdo da absorbancia em funcéo do tempo

para os testes de determinacdo da atividade das solu¢des enzimaticas.
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Figura 65. Determinacdo de atividade enzimatica a) da solucdo enzimatica, b) do
sobrenadante apds a imobilizacdo e c) da primeira lavagem do suporte contendo a enzima
imobilizada.

A solucdo enzimatica inicialmente preparada apresentou atividade de
0,0195 unidade/mL enzima. Uma unidade significa que 1 mL da solucdo enzimatica
produzira 1,0 mg de 1,2-benzoquinona a partir do catecol em 20 s de reacdo em pH
6,00 e a 20 °C. A soma das atividades do sobrenadante apés o processo de
imobilizacdo e do sobrenadante apos as lavagens foi de 0,0116 unidade/mL enzima.
Deste modo, a diferenca entre a atividade enzimatica da solucdo enzimatica usada
para a imobilizacdo e a soma das atividades das solucbes sobrenadantes deve
equivaler a atividade maxima que o biocatalisador produzido pode apresentar. Esta

diferenca corresponde a 0,0078 unidade/mL enzima, ou seja, a quantidade de
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enzima retida no biocatalisador foi de 40 %. E esperado, no entanto, que a atividade
do biocatalisador seja menor que o valor calculado tendo em vista que a forma como
a enzima se encontra ancorada na superficie do suporte pode nao favorecer o
acesso do substrato ao centro catalitico da enzima, além de que é possivel, embora
ndo muito provavel, que o substrato se difunda através do reator sem ter contato
com a enzima imobilizada.

A analise de injecdo em fluxo (FIA) consiste na injecdo repetida de um
pequeno volume de amostra em um liquido transportador que, em condicfes
hidrotermicamente controladas, se desloca de forma continua e ndo segmentada até
um detector que acusard um sinal tendencialmente guassiano [105]. Para o
propésito deste trabalho, as andlises feitas por injecdo em fluxo sdo utilizadas para
adicionar um volume fixo de substrato, carreado por meio de um fluxo constante, a
um reator onde o biocatalisador produzido atuard na sua conversao a um produto
cuja deteccéo é feita espectrofotometricamente.

Os resultados dos testes de conversédo do catecol a 1,2-benzoquinona,
feitos por meio de analise de injecdo em fluxo e em triplicata para cada
concentragdo, sdo mostrados na Figura 66.
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Figura 66. Analise de injecdo em fluxo do catecol.
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Devido ao arranjo do sistema de andlises optou-se por iniciar as andlises
a partir da solugéo de catecol mais concentrada (50 mM), partindo em seguida para
solugbes de menor concentracdo até a solucdo mais diluida (10 mM), onde a
concentragdo foi novamente variada, passando, no entanto para valores mais
elevados.

Dentro de uma determinada faixa de concentracdes é esperado que haja
um comportamento linear entre a resposta do detector e a concentracdo do
substrato. Alem disso, ha a expectativa que a capacidade do biocatalisador em
converter o0 substrato seja constante a menos que ocorram problemas associados
com o desprendimento da enzima da superficie do suporte ou com envenenamento
do catalisador [106].

As replicatas das andlises resultaram em valores semelhantes de
absorbancia para cada concentracdo, mas quando a concentracdo do substrato é
aumentada n&o se observa a mesma simetria dos picos visualizados na primeira
parte das analises, quando a concentracdo do substrato é diminuida. Estes

resultados sdo melhor visualizados através da Figura 67.
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Figura 67. Variacdo da absorbancia em funcéo da concentracéo de substrato.
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Neste grafico é possivel observar um comportamento que segue uma
tendéncia linear, mas as retas ndo sdo coincidentes, o que condiz com a assimetria
dos picos da Figura 66. Estes dados sugerem que embora haja enzimas
imobilizadas no suporte (MHE), e que estas promovam a catélise do substrato, ha
um consideravel decréscimo na capacidade de conversdo do biocatalisador. Um fato
interessante observado durante os experimentos foi 0 escurecimento do reator na
parte onde se encontram as enzimas imobilizadas, o que pode ser associado a
retencéo de parte do produto formado o qual, diferentemente do substrato, absorve
na regido do visivel. Se considerarmos que tal retencdo ocorre em virtude da
existéncia de porosidade no suporte, em especial nas escalas de micro- e
mesoporos, € provavel que o produto formado acabe se depositando junto as
regides ocupadas também pela enzima o que acarretaria na inibicdo desta ultima e,
portanto, resultando na diminuicdo na sua capacidade de conversao. Isto poderia
explicar o comportamento apresentado. Outra possibilidade € que as enzimas
estejam sendo lixiviadas e, deste modo, haveria menos centros cataliticos
disponiveis fazendo com que a atividade fosse suprimida. Por um lado, verificou-se
gue nas Ultimas etapas de lavagem do biocatalisador, durante o processo de
imobilizacdo, ndo houve desprendimento da enzima do suporte. Por outro lado, o
meio reacional pode promover a liberacédo gradual da enzima [107].

Para a determinacdo das velocidades iniciais, foram feitas analises
injetando-se, a fluxo constante de 1,8 mL.min™, solu¢des de catecol com diferentes

concentracfes. Os resultados destas analises sdo mostrados na Figura 68.
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Figura 68. Capacidade maxima de conversao do biocatalisador em diferentes concentracées
(fluxo de 1,8 ml.mim™).

As velocidades maximas, para cada concentracdo, podem ser estimadas
considerando-se um comportamento linear nos primeiros segundos em que a reagao
Se processa, ou seja, a tangente nesta regido corresponde a velocidade inicial. Esta
velocidade inicial, de uma reacdo catalisada por enzimas, deve aumentar
logaritmicamente conforme a concentracdo do substrato € aumentada, seguindo o
modelo de Michaelis-Menten [57].

Utilizando os dados extraidos do grafico mostrado na Figura 68, e
fazendo as devidas consideractes, foi obtido o grafico da velocidade inicial da
reacdo de conversdo do catecol, catalisada pelo biocatalizador gerado, em funcao

da concentracéo do substrato (Figura 69).
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Figura 69. Influéncia da concentracdo do substrato sobre velocidade inicial da reacéo.

Ainda que ndo se verifigue exatamente o comportamento logaritmico
esperado para o gréafico da Figura 69, os parametros cinéticos foram obtidos a partir
da transformacéo algébrica da equacdo de Michaelis-Menten, obtendo-se a forma

conhecida como a equacéao de Lineweaver-Burk [87]:

1 Kn 1
Vo Vméx[S] Vméx

Admitindo-se que o biocatalisador gerado obedece a equacdo de

Michaelis-Menten, o grafico de 1/V, em funcdo de 1/[S] (grafico dos duplos
reciprocos) deve ter um comportamento linear, com inclinacdo de Kun/Vimax,
interceptando o eixo de 1/V, em 1/Vnax € no eixo de 1/[S] em 1/K,. O grafico dos

duplos reciprocos € apresentado na Figura 70.
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A partir do grafico apresentado na Figura 70, as seguintes constantes
cinéticas foram obtidas: Kn = 22 mM e Vma = 43 pmol.min™. Ky, a constante de
Michhaelis-Menten, corresponde a concentracdo do substrato na qual a velocidade
da reacdo é metade da velocidade maxima (Vmax). ESta constante é um importante
parametro da reacdo enzimatica e fornece uma medida da concentracdo do
substrato para que ocorra uma catalise significativa [108].

Estes parametros cinéticos contribuiriam para uma melhor averiguacao do
papel do MHE como suporte para imobilizacdo da enzima, jA que na enzima
imobilizada é esperada uma diminuicdo da atividade enzimatica devido, entre outros
fatores, a uma dificuldade difusional do substrato até o centro ativo da enzima [109].

Deste modo, um dos fatores indicativos da eficiéncia do biocatalizador obtido estaria
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associado com pouca diminuicdo da atividade catalitica da enzima imobilizada
guando comparada com sua atividade estando livre em solugéo [77].

Um teste simples onde se avaliou a capacidade maxima de conversao,
usando um fluxo continuo de substrato (catecol 50 mM) no reator (Figura 71),
mostrou que conforme o teste é repetido, ha uma ligeira diminuicdo na resposta do

detector, ou seja, menores valores de absorbancia séo obtidos.
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Figura 71. Capacidade maxima de conversao: replicatas usando catecol 50 mM com fluxo
de 6 mL.min™.

Estes resultados indicam haver pouca evidéncia de que esteja havendo
guedas apreciaveis de eficiéncia do biocatalisador conforme o mesmo é utilizado.
Deste modo, é razodavel inferir que a complexidade estrutural do suporte permite que
a peroxidase seja imobilizada e exerca atividade no seu interior. Entretanto, esta
atividade nao se apresenta continua devido, possivelmente, a propria arquitetura dos

poros do material hierarquicamente estruturado e/ou ao composto funcionalizante
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(MBT), que permite a adsor¢cdo do produto gerado da reagdo catalisada pela

peroxidase acarretando na inibi¢do da enzima.
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5 CONCLUSOES

A sintese de materiais hierarquicamente estruturados, com estrutura
Unica, a base de silica, foi eficientemente realizada dando origem a um sistema
composto por macroporos dispostos em geometria empacotada e por mesoporos
dispostos em estrutura cubica. Este processo foi possivel devido ao uso integrado
de diferentes direcionadores de estrutura para gerar diferentes tipos de porosidade.
As analises de difracdo de raios-X a baixo angulo mostraram que a mesoporosidade
€ bem definida e homogénea. As analises de AFM mostraram indicios que indicam a
conectividade entre os sistemas de meso- e macroporos, mas resultados de andlises
de microscopia eletrbnica de varredura de alta resolugdo apontam para uma
interconectividade limitada. A hierarquia apresentada pelos materiais sintetizados €&
mais claramente observada quando se avalia as informacdes obtidas das técnicas
microscopicas de TEM, SEM e AFM em conjunto. Foram sintetizadas ainda zedlitas
em um arranjo que proporcionou a geracdo de macroporos em boa parte da
extensdo do material.

O material hierarquico PS3-F2c mostrou-se eficiente como suporte para
imobilizacdo enzimatica, mas a estrutura complexa deste acarretou na retencao
excessiva dos produtos formados e, consequentemente, na limitacdo da atividade

enzimatica conforme a reacao catalitica se processava.
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