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RESUMO

Parte do custo de producao de biomoléculas com elevada pureza e o rendimento deste processo
depende das etapas de separacao e purificacdo utilizadas. Nestas etapas, geralmente € necessario
utilizar técnicas de cromatografia e um dos fatores que influenciam no seu elevado desempenho
€ o desenvolvimento de fases estaciondrias ou adsorventes adequados. O presente trabalho
investiga a adsor¢a@o de trés biomoléculas-modelo (albumina de soro bovino - BSA, lisozima -
LYS e celulase — CEL) em silicas mesoporosas obtidas a partir de copolimeros tribloco como
agentes direcionadores estruturais. Relatam-se diferentes procedimentos de sintese que visam
modificar a quimica da superficie e promover alteracdes texturais como, por exemplo, o
alargamento e/ou encurtamento dos poros, bem como a sua ordenacdo mesoscopica. Na
primeira parte da tese, foram sintetizadas (i) SBA-15 por duas rotas distintas, sol-gel e
hidrotérmica, e (ii) SBA-16 por via hidrotérmica. Na segunda parte, amostras de SBA-15 com
diferentes tamanhos de poros e comprimento de canais foram sintetizados utilizando 1,3,5-
trimetilbenzeno (TMB), heptano e fluoreto de amonio (NH4F). O TMB foi utilizado para
aumentar o didmetro dos poros e o heptano combinado com NH4F, para modificar o tamanho
dos canais da SBA-15. J4 na terceira parte do trabalho, a acidez da SBA-15 foi modificada pela
adicao de zirconio com trés razdes molares Si/Zr distintas (5, 10 e 15). A adsorcdo das trés
biomoléculas-alvo foi estudada por experimentos em tanques agitados. Os resultados indicam
que, para silicas puras, maiores capacidades de adsorcao sdo obtidas quando o pH estd préximo
ao ponto isoelétrico da biomolécula. Resultados muito promissores foram encontrados para a
adsorc¢do de proteinas sobre as silicas com maior didmetro de poros (acima de 10 nm), chegando
a centenas de miligramas por grama de adsorvente. No caso dos materiais com zirconio, 0s
melhores resultados foram encontrados para os materiais com a menor quantidade do referido
heterodtomo (Si/Zr = 15), que apresentam textura similar ao suporte original. Isto sugere que
pode haver uma acidez moderada 6tima para a adsor¢do das biomoléculas estudadas ou que o
“excesso” de atomos de zirconio leva a impedimentos estéricos que causam uma reducdo na

capacidade de adsor¢c@o da biomolécula.

Palavras-chave: SBA-15. Biomoléculas. Adsor¢ao. Agente expansor de poros. Acidez.



ABSTRACT

Part of the cost of production of biomolecules with high purity and yield depends on the
separation and purification steps used. In these steps, it is usually necessary to use
chromatography techniques and one of the factors that influence on its high performance is the
development of stationary phases or suitable adsorbents. The present study investigates the
adsorption of biomolecules three model (bovine serum albumin - BSA, lysozyme - LYS
cellulase and - CEL) in mesoporous silica obtained from tri-block copolymers as agents drivers
structure. We report different synthesis procedures aimed at modifying the surface chemistry
and promoting textural changes, such as enlargement and/or pores, and the mesoscopic
ordering. In the first part of this thesis were synthesized (i) SBA-15 by two different routes, sol-
gel and hydrothermal and (i1) SBA-16 by hydrothermal. In the second part, SBA-15 samples
with different pore sizes and channel length were synthesized using 1,3,5-trimethylbenzene
(TMB), heptane and ammonium fluoride (NH4F). TMB was used to increase the pore diameter
and heptane combined with NH4F to modify the size of the channels of SBA-15. In the third
part of the work, the acidity of SBA-15 was modified by the addition of zirconium with three
molar ratios Si/Zr distinct (5, 10 and 15). The adsorption of the three target biomolecules was
studied by experiments in stirred tanks. The results indicate that for pure silicas, higher
adsorption capacities are obtained when the pH is close to the isoelectric point of biomolecule.
Very promising results for were found the adsorption of proteins on silicas with larger pore
diameters (above 10 nm), up to hundreds of milligrams per gram of adsorbent. In the case of
materials with zirconium, the best results were found for the materials with the lowest amount
of said heteroatom (Si/Zr = 15), which have similar texture to the original support. This suggests
that there may be a moderate acidity which-enhances the adsorption of the studied biomolecules
or excess zirconium atoms lead to steric hindrances causing a decrease in the adsorption

capacity of the biomolecule.

Keywords: SBA-15. Biomolecules. Adsorption. Pore-expanding agents. Acidity.
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Capitulo 1

1 INTRODUCAO

A bioseparagdo € um ramo da bioengenharia que vem sendo muito estudada com o
intuito de desenvolver técnicas mais eficientes e econdmicas em larga escala (“scale-up”),
alcancando um elevado grau de pureza e recuperacdo de biomoléculas sem comprometer sua

atividade (1).

A separacdo, recuperacdo e purificagdo parcial ou mesmo total dessas
biomoléculas, sobretudo proteinas e enzimas, requer a obtencdo de produtos livres de
contaminantes tais como endotoxinas, bactérias, virus, particulas sélidas ou outras moléculas
biologicamente ativas. E importante ressaltar que o nimero de etapas envolvidas nestes
processos (separagdo, recuperacdo e purificacdo) deve ser reduzido, a fim de minimizar os

custos e aumentar o rendimento do produto final.

Algumas caracteristicas do produto biolégico podem ser utilizadas para ajudar no
processo de bioseparagdo. Em se tratando de enzimas e proteinas, tamanho, carga, afinidade
bioldgica e solubilidade sdo fatores que podem influenciar positiva ou negativamente a escolha
do método de bioseparacdo. As diferentes técnicas empregadas nos processos de separacao, tais
como filtragdo, extracdo, adsorcdo, cromatografia e eletroforese entre outras, sdo baseadas em

uma ou mais destas propriedades (2).

Geralmente, na etapa de purificacdo, utilizam-se operagdes cromatograficas com o
objetivo de isolar e purificar o metabdlito de interesse em relagdo aos demais. Esta operacdo
conduz a pureza adequada da molécula, deixando-a em condic¢do 6tima para seu uso. Um dos
principios da operacao cromatografica baseia-se na adsorcao de diferentes moléculas sobre uma
determinada matriz seguida de dessor¢do seletiva, que resultard na separacio destas moléculas
(3). Um dos fatores que influenciam no elevado desempenho das operagdes cromatograficas é
o desenvolvimento de fases estacionarias ou materiais adsorventes adequados. Como a maioria

das biomoléculas apresentam dimensdes em escala nanométrica, os materiais mesoporosos
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(tamanho de poros entre 2 e 50 nm) ordenados se apresentam como uma excelente alternativa

para esta finalidade.

Uma das principais vantagens dos materiais mesoporosos estruturados é que eles
podem ser manipulados quimicamente através da modificacdo de sua superficie com a adi¢ao
de moléculas organicas ou inorganicas especificas, possibilitando sua alteracdo de forma
seletiva com o intuito de serem utilizados para aplica¢des especificas, o que vislumbra uma
vasta drea a ser explorada, levando-se em consideragdo as caracteristicas intrinsecas dos
mesmos. As propriedades destes materiais os tornam atrativos para sua utilizagao em processos
de adsorc¢do, catdlise, nanotecnologia e como hospedeiros de uma infinidade de moléculas.
Cada aplicacao requer certas propriedades em termos da estrutura de sua fase nanométrica e
organizacdo da mesoestrutura. Desta maneira, a sintese, a modificacdo e o controle das
propriedades desses materiais em escala nanométrica representam O acesso a novas

funcionalidades e diversificagdo de suas aplicacdes.

Neste contexto, muitos materiais vém sendo estudados como candidatos potenciais
para diversos tipos de aplicagdes. Dentre estes materiais, destaca-se a silica mesoporosa
ordenada denominada SBAn (Santa Barbara Amorphous) descrita por Zhao e seus
colaboradores (4). Silicas mesoporosas ordenadas sdo compostos a base de silicatos que,
embora amorfos, apresentam estruturas altamente organizadas, que conferem a esses materiais
caracteristicas texturais bastante interessantes, tais como estabilidade térmica, tamanho de

poros bem definido, distribui¢do estreita de tamanho de poros e elevada area superficial.

Estruturalmente falando, a SBA-15 apresenta uma rede de canais e poros com
arranjo hexagonal. J4 os materiais mesoporosos tipo SBA-16, apresentam um arranjo ctbico,
cujos poros tipo gaiola estdo conectados por poros cilindricos. Em comum, estes materiais tém
a caracteristica de apresentar estabilidade térmica e hidrotérmica, apresentar poros com
tamanhos bem definidos na escala nanométrica e permitir modificagdes de sua quimica
superficial (5). Essa arquitetura particular de poros torna esses materiais (SBA-15 e SBA-16)
vidveis para vdrias aplicagcdes como, por exemplo, encapsulacio de uma infinidade de
compostos na matriz da silica para liberacdo controlada, imobilizacio de enzimas

(biocatalisadores) e separacdo cromatografica de biomoléculas.
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2 MOTIVACAO

O presente trabalho envolve o estudo da adsor¢do nestas silicas mesoporosas
ordenadas de trés biomoléculas modelo: albumina de soro bovino, lisozima e celulase. Esses
materiais t€m despertado um interesse cada vez maior na comunidade cientifica motivada tanto
pela singularidade das suas propriedades, quanto pelas diversificadas possibilidades de avancos
tecnoldgicos associados. Os materiais mesoporosos estruturalmente ordenados sido candidatos
promissores para incorporagdo de moléculas organicas como, por exemplo, proteinas e
enzimas, considerando que estas moléculas geralmente, ret€ém suas caracteristicas fisicas e
propriedades quimicas mesmo apds processos como adsor¢do, encapsulamento e imobilizacdo.
Além disso, elas sdo acessiveis a reagentes externos por causa da rede de poros dos materiais,
desta forma reagdes quimicas e interacdes podem acontecer. Embora se tenha alcangcado um
progresso significativo quanto ao desenvolvimento de sistemas para a adsorc¢ao,
encapsulamento ou imobilizacio de biomoléculas, ainda hd muito a ser estudado. A
funcionalizacdo ou modificagdo quimica da silica mesoporosa através do ancoramento de
atomos ou moléculas as superficies dos poros € a estratégia proposta para conferir
especificidade quimica e permitir a manipulacdo da silica nas diversas aplicagdes, com
possibilidade inclusive de controle do grau de modificacdo de suas propriedades. Os materiais
adsorventes SBA-15 e SBA-16 foram escolhidos dentre os véirios materiais mesoporosos
devido ao formato de sua estrutura porosa, o que favorece a difusdo de moléculas nesses.
Contudo, dentre os diferentes materiais mesoporos investigados por varios grupos de pesquisa
do mundo, existem poucas publicagdes sobre a aplicacio de SBA-16 na adsor¢do de
biomoléculas. Neste trabalho, a adicdo de agentes expansores de poros foi utilizada como
ferramenta para aumentar a capacidade de adsor¢do de biomoléculas e a adi¢cao de zirconio com
diferentes razdes molar Si/Zr (5 a 15) foi utilizada a fim de modificar a acidez da estrutura
mesoporosa SBA-15 e verificar se esta acidez conferiria ao adsorvente maior afinidade pelas
biomoléculas em estudo. A isoterma de adsor¢do de celulase sobre silica tridimensional SBA-

16 foi descrita pela primeira vez neste trabalho.
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3 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi sintetizar e caracterizar peneiras moleculares de silica
a partir de agentes direcionadores do tipo copolimero tribloco (SBAn) com diferentes
caracteristicas, visando estudar a influéncia do tamanho dos poros e dos canais, além da acidez

superficial na adsor¢do de albumina de soro bovino (BSA), lisozima (LYS) e celulase (CEL).
Os objetivos especificos deste trabalho foram:

i. Sintetizar silicas mesoporosas ordenadas do tipo SBA-15 (via sol-gel e via

hidrotérmica) e SBA-16 e investigar o seu potencial na adsor¢ao de BSA, LYS e CEL.

ii. Sintetizar silicas mesoporosas com diferentes tamanhos de poro e comprimento
de canais através da utilizagdo de trés compostos, 1,3,5-trimetilbenzeno (TMB), heptano e
fluoreto de amdnio (NH4F), além de estudar a capacidade de adsor¢ao destes materiais frente a

biomoléculas-modelo, como BSA, LYS e CEL.

iii. Modificar a acidez superficial de silicas mesoporosas do tipo SBA-15 através
da adi¢cdo de zirconio em diferentes concentracdes a sua estrutura e testar a influéncia desta

acidez na capacidade de adsor¢do de BSA e celulase.

iv. Caracterizar os materiais mesoporosos obtidos por difracdo de raios-X de baixo
angulo (DRX), adsorcdo de nitrogénio, microscopia de transmissdo eletronica (TEM) e
espectroscopia na regido do infravermelho (FT-IR), relacionando suas caracteristicas texturais

e composicionais com a capacidade de reten¢do das biomoléculas-modelo.

Nos proximos capitulos serdo apresentadas uma breve revisdo da literatura
abordando a histdria da descoberta dos materiais mesoporosos ordenados, os aspectos gerais da
sintese de silicas mesoporosas, em especial a SBA-15 e a SBA-16 (capitulo 2); a descri¢do da
metodologia experimental empregada na obtencdo dos adsorventes estudados e sua
caracterizacdo, bem como os resultados e conclusdes obtidos na forma de artigos (capitulos 3,
4 e 5) e as conclusoes gerais do trabalho seguidos de sugestdes para trabalhos futuros (capitulo

6).
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Capitulo 2

1 MATERIAIS MESOPOROSOS ORDENADOS

Materiais porosos de uma forma geral tém recebido bastante destaque devido a
possibilidade de aplicacdo em vadrios campos. De acordo com a definicio da Unido
Internacional de Quimica Pura e Aplicada - [IUPAC (7), os materiais porosos sao divididos em

trés classes dependendo do diametro do poro (dp) do material:

e Microporosos (dp <2 nm)
e  Mesoporosos (2 < dp < 50 nm)

e  Macroporosos (dp > 50 nm)

Os materiais microporosos, com didmetro de poros variando até 2 nm, abrangem
desde a silica amorfa e os géis inorganicos até materiais cristalinos como os aluminosilicatos,
aluminofosfatos, galofosfatos e outros materiais que fazem parte desta familia. Dentre eles,
destacam-se as zeodlitas, que sdo aluminosilicatos naturais ou sintéticos que possuem elevada
area superficial, distribuicdo de poros estreita e elevada estabilidade térmica. No entanto este
material apresenta como fator limitante para sua utilizacdo, seu didmetro de poros que €&

considerado relativamente pequeno (0,3-0,72 nm).

Por volta das décadas de 80 e 90 vérios grupos de pesquisa e companhias
multinacionais comecaram a direcionar seus esfor¢os no sentido de sintetizar materiais com
diametros de poros maiores. Isto aconteceu porque precisava-se atender as exigéncias
ambientais nos processos de purificacdo de petréleo. Os didmetros cinéticos elevados dos
compostos presente no petréleo (enxofre, nitrogénio e oxigénio) dificultavam a utiliza¢do das
zeollitas para esta finalidade ja que as dimensdes dos seus poros sao relativamente pequenas.
Com isso, surgem entao 0s materiais mesoporosos com caracteristicas de materiais amorfos ou
sOlidos paracristalinos, como silicas ou aluminas paracristalinas, ou materiais de superficies

modificadas. Sua estrutura é formada de camadas como argilas pilarizadas, as quais podem ser
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afastadas uma das outras com a inclusdo de cations entre elas. Apesar de apresentarem poros
com tamanhos largamente distribuidos, em geral os mesmos se apresentam com espagamento

irregular (2).

No inicio dos anos 1990, os cientistas da Mobil Oil Corporation desenvolveram
uma nova classe de materiais inorganicos, que ficou conhecida como familia M41S. Estes
materiais foram obtidos por via hidrotérmica utilizando sais quaterndrios de amodnio como
surfactante em condi¢des bdsicas. Por apresentarem diametros de poros entre 2 e 10 nm, os
materiais assim sintetizados foram classificados como materiais mesoporosos (2, 3). A
novidade deste trabalho foi a substituicdo de espécies catidnicas por moléculas surfactantes

como direcionadoras de estrutura (4).

Os pesquisadores observaram que variando as condi¢des de sintese e o agente
direcionador, era possivel obter materiais mesoporosos com estruturas diferentes, tais como o
MCM-41 (forma hexagonal), o MCM-48 (forma cubica) e 0 MCM-50 (forma lamelar ndo
estdvel). Estes novos sélidos despertaram um grande interesse devido a uniformidade dos
tamanhos de poros, além do alcance da escala mesoporosa e um ordenamento de poros a médio

e longo alcance (2, 3).

Em 1995 foi sintetizada pela primeira vez a silica mesoporosa hexagonal (HMS)
por pesquisadores da Universidade Estadual de Michigan utilizando uma rota neutra (5). Este
suporte apresenta uma estrutura de canais pequenos de tamanho uniforme (em torno de 2 nm)
porém com uma estrutura hexagonal desordenada. Normalmente ¢ empregado dodecilamina
como tensoativo, porém outros materiais tais como aminas alifaticas de maior e menor tamanho
de cadeia (8 — 18 Carbonos) também podem ser utilizadas. Como resultado, sélidos com

diametros de poros variando entre 1,6 e 3,1 nm foram obtidos.

No final da década de 1990, pesquisadores da Universidade da Califérnia — Santa
Barbara — EUA (6) relataram a sintese de novas estruturas de silica mesoporosa utilizando
tensoativos ndo idnicos de baixo peso molecular em meio 4cido, obtendo materiais com
estruturas diversas tais como cubica, hexagonal tridimensional e hexagonal bidimensional. A
estes materiais deram o nome de SBAn (Santa Bdrbara Amorphous). A SBA-15, por exemplo,
contém mesoporos em arranjo hexagonal uniforme e paredes espessas, fatores que promovem
uma maior estabilidade térmica e hidrotérmica que a da silica mesoporosa convencional MCM-

41(6). Além disso, os agentes direcionadores de estrutura utilizados para a sintese do SBA-15
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sdo relativamente mais baratos, ndo toxicos e biodegradaveis, quando comparados aos usados

na preparacdo do MCM-41 (7).

2 MECANISMO DE FORMACAO DE MATERIAIS MESOPOROSOS ORDENADOS

Indmeros estudos tém sido realizados para entender a formagdo das mesoestruturas
na presenca de surfactantes. De uma forma geral, a sintese de silicas mesoporosas pode ocorrer
por duas principais rotas para a formagao de sua estrutura. Na primeira rota (direcionador por
cristal liquido — LCT), tem-se uma organizac¢do das moléculas do surfactante independente da
espécie inorganica presente, ocorrendo em seguida a condensacgdo da silica e polimerizacao em
torno da estrutura pré-formada (Figura 2.1). Para a segunda rota (rota cooperativa), a fonte de
silica é adicionada juntamente com o surfactante, auxiliando de forma conjunta na formacao da
estrutura do material. Independente da rota escolhida para a sintese do adsorvente, o material
apresentard um arranjo composto por micelas cercadas por uma matriz inorganica (8). Ao final
desta etapa o surfactante € removido, geralmente por calcinacdo. Este método € usado tanto na
formac¢ao dos materiais da familia M41S (meio basico) quanto dos materiais da familia SBAn

(meio 4cido).

Figura 2.1 - Esquema de formagdo de estrutura inorginica mesoporosa mediada por agente direcionador de

estrutura.

Condensaciio Calcinacio
2% o
\s-.o [—2 L 2n +".. =
L 92} e 2 T ) s
20 Sasie
LY {,&’}.,.3/:'. Precursor
Agregados micelares - ’} 2% inorginico
(tip o cilindro) -
Arranjo hexagonal
dos cilindros

Fonte: adaptado de HOFFMANN et al. (9)
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Em resumo, os silicatos mesoporosos sdo preparados a partir de uma fonte de silica,
um surfactante e um solvente misturados em quantidades apropriadas. Outros reagentes que
podem ser utilizados sdo os acidos, bases, sais, agentes dilatadores e co-solventes. Dependendo

das condicdes de sintese podem-se obter diferentes materiais.

A formacdo da silica mesoporosa ocorre através do equilibrio termodinamico entre
a silica polimerizada e a interagdo silica-micela. As espécies mais comuns usadas como
monomeros na formacdo de silicas mesoporosas sao alcéxidos tetrafuncionais, como o

tetraetilortosilicato (TEOS) e outras fontes de silica como solucdo de silicato de sddio (10, 11).

Os surfactantes ou agentes tensoativos sdo guias para a formacao da mesoestrutura
inorganica solubilizados no meio. Eles atuam como agentes direcionadores de estrutura
determinando a forma na qual se dard a condensacao do precursor sobre a estrutura. Trata-se de
uma molécula anfifilica, ou seja, ¢ uma molécula constituida por uma parte polar hidrofilica
(cabeca) unida a uma cadeia hidrofébica geralmente linear de hidrocarbonetos (calda). Em
dissolvente, onde uma das suas partes € insoldvel devido a natureza anfifilica do surfactante,
vai ocorrer a sua agregacao, por isso os surfactantes em meio aquoso se reagrupam formando
diferentes estruturas micelares de modo que as partes hidrofébicas ficam protegidas do meio

exterior.

No caso da sintese de SBAs, o surfactante mais comumente utilizado € um
copolimero chamado comercialmente de pluronico. Ele é um surfactante polimérico que
pertence a familia de surfactantes copolimeros em blocos poli (6xido de etileno) - poli (6xido
de propileno) - (PEO-PPO-PEO), sendo os PEO os blocos hidrofilicos e os PPO os blocos mais

hidrofébicos. A razdo de composi¢do (peso molecular) PEO/PPO pode variar.

Cada plurdnico apresenta um nome especifico que nos da informagdes sobre a
quantidade relativa dos diferentes blocos e, conseqiientemente, quanto a massa molar. Seu
nome fornece vdrias informagdes relevantes, podendo comecar com letra F (flakes), L (liquid)
ou P (Paste) a depender da forma como a micela se apresenta em seu interior. Por exemplo, o
plurdnico P123, utilizado na sintese de SBA-15, é um copolimero na forma de pasta com 30%

de PEO (do nimero 3 em 123).

Uma vez conhecida a disposicdo das micelas dos surfactantes em solucdo, os
pesquisadores comecaram a usar uma nova técnica para aumentar o didmetro de poro dos
materiais sintetizados (/2-14). Esta técnica consiste na substituicdo de moléculas organicas

cada vez maiores por moléculas hidréfobas, ja que estas se dissolvem na zona interna da micela
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atuando assim como agentes de inchamento e conferindo a micela formada um maior volume

de poros.

A interacdo entre o composto organico-inorganico € regida por ligacdes nao
covalentes fracas como ligacdes de hidrogénio, for¢a de van der Waals e liga¢cdes eletrovalentes
entre o surfactante e o comporto inorganico. Em vez de uma superposicao de interagdes fracas,
uma reacdo complexa integrada e sinérgica facilita o processo. Uma montagem cooperativa
entre o surfactante organico e o precursor inorganico estd geralmente envolvida, formando
compostos mesoestruturados inorganicos/organicos. Peneiras moleculares mesoporosas podem

ser obtidas depois da remog¢do do surfactante (/5).

3 MATERIAL MESOESTRUTURADO DO TIPO SBA-15 E SBA-16

A SBA-15 € uma peneira molecular mesoporosa de silica sintetizada em meio dcido
na presenca do surfactante copolimero tribloco poli(etilenoglicol)—poli(propilenoglicol)—

poli(etilenoglicol), denominado P123 (PEO20PPO70PEO) (6).

O P123 é um material branco, ndo t6xico, com massa molar média de 5750 g/mol,
onde a designac¢do “P” € determinada pela sua forma de pasta, como j4 explicado anteriormente.
Ele apresenta a habilidade de formar estruturas liquido-cristalinas e pode ser usado para
sintetizar uma variedade de diferentes materiais mesoporosos ordenados com tamanhos de
poros maiores, sob condicdes fortemente dcidas, onde as unidades PEO [poli- (6xido de
etileno)] e as espécies catiodnicas de silica interagem para formar as mesoestruturas organizadas

(16).

A sintese de SBA-15 € geralmente iniciada com a dilui¢do do surfactante (agentes
de ativacdo superficial), em concentracdo geralmente baixa, ocasionando a formacao da micela.
Em seguida, a fonte de silica é adicionada a solucdo e um 4cido (geralmente HCI) desencadeia
a polimerizacao da silica. As interacdes entre a silica polimerizada e a micela resultam numa
reacdo de precipitacdo. Em seguida remove-se o modelo organico presente no interior dos poros
por calcinacdo e/ou extracdo com solvente adequado sob refluxo (17, 18), digestdo por

microondas (19, 20) ou radiagdo ultravioleta (21).

A SBA-15 é uma silica mesoporosa com poros paralelos e arranjo hexagonal

altamente organizado como mostrado na Figura 2.2. Tem as vantagens da producdo combinada
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de micro e mesoporosidade e paredes de silica relativamente espessas. Estes microporos sdao
criados pela penetracdo da cadeia de 6xido de etileno hidrofébico proveniente do surfactante

plurdnico P123 nas paredes da silica (22).

Figura 2.2 - Ilustracdo esquematica dos canais de SBA-15

/

Microporos
Mesoporos

Fonte: adaptado de Zhao et al.(6).

As propriedades texturais da SBA-15 podem variar dependendo do método de
sintese. A sintese pode ser realizada pelo método de sol-gel (23) ou pelo método hidrotérmico
(24). A principal vantagem da via sol-gel € a possibilidade de ser realizada sob condic¢des
moderadas de temperatura e pressao. Ja as principais vantagens da sintese hidrotérmica sao o
menor tempo necessario para a condensagdo do precursor inorganico, melhor organizacdo da
sua mesoestrutura e, conseqiientemente maior tamanho dos poros. Alguns estudos tém
demonstrado que o aumento do didmetro dos poros promove um maior acesso das biomoléculas

ao adsorvente (25-27).

A SBA-15 € capaz de interagir com dtomos, fons e moléculas, ndo apenas em sua
superficie, como também em seu interior, possuindo grande aplicabilidade em processos de
troca de fons (3), adsorcao (28), separacdo (29), sintese de nanoestruturas (30), sensores (31),

catélise (32) e sistema de liberagcao de farmacos (33).

Outro adsorvente que tem recebido atencdo € a SBA-16. A facilidade do método de
preparacdo, a estrutura ordenada, e o controle sobre o tamanho e a forma dos seus poros, faz da
SBA-16 um material versatil, potencialmente aplicivelem muitas dreas da ciéncia e da
engenharia de materiais (34). Embora seja relatada na literatura a aplicacdo de SBA-16 em

campos tais como a catélise (35-37), funcionalizagdao (38), incorporagdo de metais (39),
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aplicacoes biomédicas (40) e templating (41, 42), existem poucos registros de uso de tais
plicag P g p g

materiais para fins de adsor¢do/cromatografia (43) e imobilizacdo de enzimas (44).

A SBA-16 € sintetizada pela jungcao de um sistema ternario de 4gua, butanol e polimero
tribloco, sob condicdes 4cidas, em que a reacdo ocorre através do mecanismo S’H*XT*. Este
mecanismo consiste da rea¢ao entre uma fonte de silica representada por I*, com carga positiva,
geralmente, uma espécie de silicio monomérico. S’H* representa um surfactante que forma
ligacdo de hidrogénio com ions hidronios (H30*) e X representa o fon cloridrico proveniente
do acido cloridrico, geralmente utilizado para tornar o meio acido; esse ion € responsavel pela
interagdo entre as espécies, formando ligagdes fracas ndo covalentes entre o surfactante
copolimero tribloco e a silica (34). O surfactante copolimero ou direcionador de estrutura
utilizado neste caso € o plurdnico F127 (PEO10sPPO70PEO10s), que proporciona um aumento

na porosidade d este material (45).

O Pluronico F-127 é um surfactante ndo i0nico composto de copolimeros
poli(etilenoglicol)—poli(propilenoglicol)—poli(etilenoglicol), com massa molar média de 13000
g/mol, contendo aproximadamente 70% de 6xido de etileno, que € responsavel pelo carater
hidrofilico (46). Sdo graos brancos, moles e inodoros, sendo que a designacao “F” refere-se a
sua forma de floco. Em baixa concentracdo ocorre formacao de micelas isoladas, mas em alta
concentracao formam-se micelas agregadas constituidas por um centro hidrofébico com cadeias

hidrofilicas de PEO na parte externa das micelas (46).

Ao final da sintese € obtido um material esférico denominado SBA-16, uma silica
mesoporosa cuja estrutura dos mesoporos € tridimensional ctibica de corpo centrado, obtida por
remog¢do da fase organica e cada uma de suas esferas estd ligada a oito esferas vizinhas (47)
como pode ser visto na Figura 2.3. Ela apresenta geralmente poros variando entre 5 e 15 nm,

elevada drea superficial (400-1000 m?/g) e alta estabilidade térmica.
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Figura 2.3 - Ilustracdo esquemdtica dos nanocompartimentos da SBA-16.

Fonte: adaptado de Kim et al. (47) e Flodstrom et al. (48).

4 ACIDEZ DAS SILICAS MESOPOROSAS

Uma importante caracteristica das silicas mesoestruturadas € a possibilidade de
incorporar heterodtomos e/ou funcdes organicas na superficie dos canais formando parte das
paredes ou dentro da rede soOlida. A estabilidade térmica, mecanica ou estrutural €
proporcionada pela matriz de silica. As funcdes organicas e os heterodtomos também podem
fornecer estabilidade ao material e/ou atuarem como precursores das espécies ativas na

aplicagdo final do suporte.

Quando se trata da modificacdo da acidez superficial em meio sélido, uma das
principais dificuldades, além de incrementd-la, € estabilizd-la. A ancoragem ou deposi¢ao
superficial de compostos com propriedades dcidas, como metais, 6xidos metélicos ou hetero-
polidcidos, é uma alternativa eficiente para se incrementar a acidez em sélidos. Para a
incorporagdo e/ou a adequagdo das espécies dcidas de Lewis ou de Bronsted, existe uma série
de estratégias de sintese que podem ser desenvolvidas, como impregnacdo, deposi¢do,
precipitacdo, calcinagdo, reducdo, etc. As variagdes estruturais sdo muito diversificadas, e
inimeras espécies quimicas podem ser incorporadas a superficie de um suporte, em

composi¢do, estados de oxidagdes e ambientes quimicos variados (49).

Existem atualmente vdrias técnicas disponiveis para qualificar e quantificar os sitios
acidos e basicos. Estas normalmente sao complementares, havendo as que sdo melhores para a
determina¢do da concentracio dos sitios, outras sdo importantes na caracterizacdo da natureza

do sitio 4cido e, hé ainda as que utilizam rea¢des modelos para estimar a acidez.
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Entre as técnicas de medida da densidade de sitios dcidos, as mais importantes sao
os métodos de dessorcdo térmica programada (TPD - Thermal Programmed Desorption),
tipicamente de moléculas sonda bdsicas quimissorvidas, como a amodnia ou aminas. Neste
método, a molécula sonda € adsorvida sobre a amostra limpa e entdo se procede a dessorcao
aumentando-se a temperatura de forma controlada. A determinagdo da quantidade dessorvida
e, conseqiientemente, do niumero de sitios acidos pode ser feita analisando-se o gas que evolve
a amostra, por cromatografia a gas ou espectrometria de massas, ou determinando-se a perda
de massa da amostra por andlise termogravimétrica. O nimero total de sitios dcidos estd
relacionado a drea total das curvas de TPD geradas pelas medidas cromatogréficas, de
espectrometria ou pela perda de massa, enquanto a for¢a é proporcional a temperatura na qual
ocorre a dessorcao das espécies. Quanto mais forte o sitio dcido, maior a interacdo com o
adsorbato e maior a temperatura necessaria para dessorvé-lo). A TPD de amodnia € uma técnica

relativamente barata, bem estabelecida e que permite obter resultados satisfatérios em pouco

tempo (49).

A caracterizacdo da natureza do sitio 4cido pode ser realizada por espectroscopia
de infravermelho (IV), ressonancia magnética nuclear (RMN) ou por microcalorimetria, entre
outras técnicas. A espectroscopia de IV € uma das técnicas mais comuns para se avaliar a
natureza da acidez em sélidos porosos. Tradicionalmente utiliza-se a quimissor¢do da molécula
de piridina como molécula sonda. A interacio da piridina com os sitios dcidos de Bronsted ou
de Lewis gera espécies com freqiiéncias de vibragdo caracteristicas, que sdo correlacionadas
aos sitios. Pode ser feita a quantificacdo destas espécies pela drea das bandas formadas nos
espectros, de acordo com a lei de Lambert-Beer. O maior problema associado a estas medidas
estd sempre na quantificacio absoluta dos sitios dcidos ou bdsicos, sendo muitas vezes limitado

a comparagdes relativas entre amostras (49).

5 METODOS DE SEPARACAO DE BIOMOLECULAS

As etapas de separacdo e purificacdo de bioprodutos (downstream) s@ao complexas
€ muitas vezes custam mais caro do que o préprio processo de sintese/extracdo (upstream).
Desde que a producdo de bioprodutos em larga escala comegou, processos como filtragdo,
extracdo, adsorcdo, cromatografia e eletroforese tém sido estudados e utilizados (50). Vale

salientar que é de fundamental importancia manter a estrutura original da proteina para que
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possam ser preservadas suas funcdes bioldgicas. As proteinas sdo altamente sensiveis a
mudancas no meio e desvios de condi¢des fisioldgicas podem afetar sua conformacdo e até
causar desnaturagdo. Fatores como pH, forca idnica e temperatura podem afetar a atividade da

proteina.

No caso de proteinas, por exemplo, elas podem ser separadas de substincias de
baixo peso molecular contidos em uma solucdo pelo processo de didlise. Neste processo,
moléculas grandes, como as proteinas, ficam retidas dentro de um saco de material com poros
ultramicroscépicos, como o papel celofane contendo a solugdo com biomoléculas de tamanhos
variados, que ao serem suspensos em dgua permite a passagem das moléculas pequenas como
os sais, porém as proteinas, que t€ém alto peso molecular, permanecerdo no interior do mesmo

D).

Outra forma de separagdo ¢ a filtracdo em gel, que € um tipo de cromatografia de
exclusdo, onde a separacdo dos componentes ocorre segundo ordem decrescente de tamanho
molecular e ndo por interagdo com a fase estaciondria (52). Esta é uma técnica cromatografica
baseada na diferenca de tamanho, onde a solu¢do contendo a mistura de proteinas é passada
através de uma coluna contendo esferas porosas muito pequenas de um polimero altamente
hidratado. As moléculas menores de proteina poderdo penetrar nos poros das esferas, o que
aumenta o tempo necessdrio para que estas proteinas cheguem ao final da coluna, mas as
moléculas grandes de proteina como ndo podem penetrar nas esferas porosas, passam pela
coluna mais rapidamente. Proteinas com tamanhos intermedidrios passardo pela coluna com
velocidades intermedidrias, dependentes do grau com que podem penetrar nas esferas. Uma

coluna de filtracdo em gel € também conhecida como peneira molecular (57).

Outra forma de separar proteinas € por eletroforese. Esta técnica baseia-se no sinal
e no numero de das cargas elétricas oriundas dos grupos R dos residuos de aminodacidos e dos
grupos amino e carboxila terminais. As cadeias polipeptidicas das proteinas t€ém pontos
isoelétricos caracteristicos, os quais refletem o nimero relativo de grupos R 4cidos e bésicos.
Em qualquer valor de pH, uma mistura de proteinas contém algumas com carga liquida positiva,
algumas com carga liquida negativas e outras neutras, ou seja, com carga liquida zero. Quando
uma mistura assim € colocada em um campo elétrico, as proteinas com carga positiva migrarao
para o eletrodo carregado negativamente, aqueles com carga liquida negativa migrardo para o
eletrodo carregado positivamente e aquelas com carga liquida neutra permanecerdo

estaciondrias. Freqiientemente a eletroforese € feita em um suporte consistindo de uma tira de
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papel, ou de acetato de celulose, ou em uma fatia de gel hidrofilico para impedir que as
moléculas protéicas se difundam rapidamente pela fase aquosa (57). A eletrofocalizacdo € uma
sofisticacdo desta técnica e utiliza adicionalmente um gradiente de pH no gel de modo que as

proteinas migrem até a regido onde o pH seja igual ao seu pl (53).

A cristalizagdo € utilizada com mais freqiiéncia para purificacdo de proteinas
especificas e ndo para separar misturas de proteinas. Na cristalizagdo as proteinas sdao

distribuidas em duas fases liquidas devido a solubilidade preferencial em cada fase (53).

As proteinas podem também ser separadas por cromatografia de troca idnica com
base em grande parte nas diferencgas entre proteinas com respeito a densidade e sinal de suas
cargas elétricas em um dado pH (57). Esta técnica € uma das mais utilizadas devido ao elevado

poder de resolucdo e capacidade de processamento (54).

6 ADSORCAO E SEUS MODELOS TEORICOS

A adsor¢do € essencialmente um fenomeno de superficie e estd relacionado na
maioria dos casos a trés tipos de interfaces: a s6lido-gds, a sélido-liquido e liquido-liquido,
caracterizando a adsor¢do em fase gasosa, no primeiro caso, € a adsor¢do em fase liquida, nos
dois ultimos casos. Atualmente, estes fendmenos de superficie sdo objeto de grande interesse

tedrico e pratico.

O fendmeno anteriormente citado ndo é somente observado espontaneamente na
propria natureza (irrigacdo do solo, tecidos animais e vegetais), mas também chega a compor,
na engenharia, uma gama quase infinddvel de aplicagdes intrinsecamente ligadas a processos
quimicos, fisicos ou fisico-quimicos (lubrificacao, catdlise heterogénea, processos de separacao

e purificacdo, andlise cromatografica de gases e liquidos e etc.).

O processo de adsor¢do consiste na separagdo de um ou mais componentes de uma
mistura liquida ou gasosa mediante sua fixagdo seletiva sobre a superficie de um sélido e pode
ser classificada em dois tipos, adsorc¢ao fisica ou adsor¢c@o quimica, dependendo da natureza da

interacdo adsorvente-adsorbato.

A adsor¢ao fisica ou fisissor¢do € resultante de interagdes fracas do tipo fon-dipolo,
dipolo-dipolo e do tipo forcas de Van der Waals entre o adsorvente (s6lido sobre o qual ocorre

a adsorcdo) e o adsorbato ou sorbato (molécula que se adsorve ao adsorvente). Nao h4 alteracao
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quimica das moléculas adsorvidas e ocorre com baixo calor de adsor¢do, sendo da mesma
ordem de grandeza do calor de condensacdo. Para este tipo de adsor¢do, podem-se ter vérias
camadas de moléculas adsorvidas. A adsorcao fisica representa o fenOmeno presente na maioria

dos processos de purificacdo e separagao.

Na adsor¢@o quimica ou quimissorcdo, os adtomos ou as moléculas unem-se a
superficie do adsorvente através de ligagdes quimicas, que geralmente sdo covalentes (55),
conduzindo a formag¢ao de um composto quimico de superficie. Neste tipo de adsor¢ao, forma-
se uma unica camada de substancia adsorvida na superficie do adsorvente. Além disso, o calor

de adsorcdo possui a mesma ordem de grandeza de calores de reacao.

Virios fatores podem influenciar na eficiéncia da adsor¢do, dentre eles destacam-
se o pH, a temperatura e o diametro do adsorbato. Por exemplo, em meios 4cidos, ocorre o
favorecimento da adsor¢do de 4cidos organicos enquanto que em meios bdsicos as interagdes
com bases organicas sdo favorecidas. A adsor¢do, que geralmente € um processo exotérmico,
diminui quando ocorre o aumento da temperatura, embora a velocidade e a extensdo do
fendmeno adsortivo seja influenciado também por outros fatores. O diametro da molécula € um
fator importante no processo de adsorcdo das espécies de adsorbato, pois quando estas
apresentam grandes dimensdes, ocorre dificuldade na difusdo das mesmas no sélido, ou mesmo
exclusdo, diminuindo a adsor¢do. Outro fator bastante relevante € a drea especifica do

adsorvente, ja que a adsor¢c@o é um fendomeno que ocorre necessariamente na superficie.

A adsor¢ao de uma substancia presente em uma fase, na superficie de outra fase,
em um sistema especifico, leva a uma distribui¢cdo termodinamicamente definida desta
substancia entre as fases, situacdo em que o sistema atinge o equilibrio. Os dados de equilibrio
sdao geralmente apresentados na forma de uma isoterma, que € um diagrama que mostra a
variacdo da concentragdo da fase adsorvida em equilibrio com a concentrac¢ao da fase fluida ou

a pressdo parcial, a uma temperatura fixa (56).

As propriedades superficiais de diversos materiais, como drea superficial, volume
e distribuic@o de poros se baseia no fenomeno da adsor¢do. As isotermas relativas ao fendmeno
de adsorcao fisica foram classificadas por Brunauer et al. (57) em cinco diferentes tipos, como

pode ser observado na Figura 2.4.
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Figura 2. 4 - Classificacdo dos diferentes tipos de isoterma de adsor¢ao.
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Fonte: Brunauer et al. (57).

A representacdo do tipo I é caracteristica de adsorventes microporosos onde a
adsor¢do se da eminentemente a baixas pressdes devido a forte interagdo entre as paredes
porosas e o adsorbato. Também podem ser encontradas em adsor¢do quimica. Quando a
adsor¢do fisica produz isotermas do tipo I, indica que 0s poros sdo microporosos € que a
superficie “ativa” reside somente dentro dos microporos, 0os quais, uma vez cheios com o

adsorbato, deixam pouca ou nenhuma superficie para adsor¢ao adicional.

A representacdo do tipo II € encontrada quando a adsorcao ocorre em materiais
porosos ou com grande didametro. Nesse tipo de isoterma a baixas pressdes relativas ocorre a
formag¢dao de uma monocamada de moléculas adsorvidas. O ponto de inflexdo ocorre quando a

primeira camada de cobertura se completa.

A representacao do tipo III € caracterizada, principalmente, por calores de adsorc¢ao
inferiores ao calor de liquefacdo do adsorbato. Conforme a adsor¢do procede, a adsor¢do
adicional € facilitada porque a interac@o entre moléculas adsorvidas € maior do que a adsor¢do

com a superficie do adsorvente.

A representacao do tipo IV ocorremem materiais mesoporosos. Neste caso, ocorre
inicialmente a cobertura de uma monocamada. O segundo degrau de adsor¢do indica a adsor¢ao
na faixa dos mesoporos. Normalmente esse tipo de isoterma apresenta um “loop” de histerese,

ou seja, a isoterma nao segue o mesmo caminho para a adsor¢ao e dessorcao.

Ja a representacdo do tipo V ocorre quando existe pouca interacdo entre o
adsorvente e o adsorbato, como no tipo IIl. Entretanto, o tipo V estd associado a estruturas

porosas que produzem o mesmo degrau que nas isotermas de tipo I'V.
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Um dos métodos mais empregados para se obter drea superficial total de sélidos
porosos foi proposto por Brunauer, Emmet e Teller (BET) (57, 58). Com esse método € possivel
determinar a massa de gas nitrogénio necessaria para recobrir uma monocamada a 77 K. Outros
gases como criptonio, argénio e hélio podem também serem utilizados em substituicio ao

nitrogénio. O método BET assume que:

a) O calor de adsor¢@o da primeira camada € constante;
b) A interagao lateral entre as moléculas adsorvidas € desprezada;
¢) As moléculas adsorvidas atuam como novos centros de adsor¢cdo para novas moléculas;

d) O calor de adsorcao da segunda camada e subseqiientes € igual ao calor de condensacdo.

Para determinacao da distribuicdo e volume mesoporoso existem dois métodos
bastante difundidos: Barret, Joyner e Halenda (BJH) (59) e o Non-local Density Functional
Theory (NLDFT) (60). Estes métodos sdo amplamente utilizados e podem ser encontrados
comercialmente nos softwares de tratamento de dados em muitos equipamentos de

levantamento de isotermas de adsor¢ao.

7 ADSORCAO DE BIOMOLECULAS EM SILICAS MESOPOROSAS

A adsorcao/separagdo de proteinas/enzimas como a albumina de soro bovino
(BSA), lisozima (LYS), mioglobina e ovalbumina em SBA-15 tem sido relatada na literatura
(26, 28, 61-66). Em alguns destes estudos, tornou-se evidente que a quantidade adsorvida é
fortemente dependente do tamanho da biomolécula e do tamanho dos poros do adsorvente. A
acessibilidade de grandes biomoléculas aos poros pode ser facilitada através do aumento dos
diametros de poros durante o processo de sintese. Além disso, o pH e a forca idnica podem
contribuir para a ocorréncia de interacOes entre as proteinas e a SBA-15. Muitos autores
investigaram a influéncia do pH e da forg¢a i0nica sobre a adsor¢do de biomoléculas (25, 62,
67). Embora o pH determine a carga de superficie de ambos, a proteina e o adsorvente, a forca

i6nica pode promover ou desfavorecer a adsor¢do, dependendo da natureza da proteina (68).
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No presente trabalho foram utilizadas trés biomoléculas como modelo, a albumina

de soro bovino (BSA), a lisozima (LYS) e a celulase (CEL).

7.1 Albumina de soro bovino (BSA)

A Albumina de soro bovino (Bovine serum albumin - BSA) € uma proteina globular
presente no plasma sanguineo que € usada em numerosas aplicacdes bioquimicas devido a sua
estabilidade e ndo interferéncia em reacdes bioldgicas. Proteinas globulares sao uma das duas
grandes classes em que estdo divididas as proteinas. Esta classificacido estd baseada em sua
forma e em certas caracteristicas fisicas. Como o préprio nome indica, elas possuem uma forma
globular ou esférica. Sao proteinas que apresentam um maior ou menor grau de solubilidade
em solucdes aquosas, formando solucdes coloidais. Esta caracteristica principal ajuda a

distingui-las das proteinas fibrilares, que sdo praticamente insoliveis (57).

A BSA € uma proteina modelo grande de massa molecular de 69 kDa, formato
elipséide, solivel em dgua, com dimensdes de 4,0 x 4,0 x 14,0 nm?’ e ponto isoelétrico (pl) 4,8
(27, 63, 69). E constituida por cadeias polipeptidicas simples com 583 residuos de aminodcidos
em sua estrutura primdria. Cerca de 70% de sua estrutura secunddria é formada por a-hélice e

sua estrutura tercidria € estabilizada por 17 ligagdes dissulfeto (70).

Pesquisas sobre a separacao de albumina de soro bovino tém atraido uma atengao
considerdvel pelo seu grande potencial nas industrias de proteinas do soro. Vdarios estudos para

separacdo de BSA tém sido reportados na literatura (71-73).

A adsor¢do de albumina do soro bovino em adsorventes AI-MCM-41 com diferente
teor de aluminio foi reportada por Ji et al. (71). Eles reportaram uma capacidade de adsor¢ao
de até 600 mg/g em Al-MCM-41 com uma razdo de Si/Al de 10. Acredita-se que esta

capacidade de adsorcdo seja, em grande parte, devido 2 drea de superficie externa (278 m*/g).

Zhang et al. (72) modificaram grupos amino da superficie de quitosana com ligante
azul cibracon F3GA e investigou a adsor¢do em batelada, comparando a capacidade de adsor¢cao
da quitosana natural, frente a modificada. Para a quitosana modificada com o corante, a

quantidade maxima adsorvida de BSA foi de 95,2 mg/g e da quitosana natural foi de 14,7 mg/g.

Chang et al. (73) estudaram a adsor¢dao de BSA (Albumina de soro Bovino), como

proteina modelo, em resina de troca idnica Streamline usando vdrias condi¢cdes de operacgao,
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tais como: o pH de adsor¢do, condutividade e hidrofobicidade. Verificou-se que a adsorcao de

BSA é, portanto, dependente do pH da solu¢do tampao utilizada.

7.2 Lisozima (LYS)

A lisozima (LYS), proteina do ovo de galinha, é uma enzima antibacteriana e,
devido a esta caracteristica, ¢ amplamente usada em vérios campos. Na industria farmacéutica,
por exemplo, esta enzima € utilizada como um farmaco para o tratamento de ulceras e de
infeccdes. E também utilizada na preparacio de solucdes oftalmolégicas (74), uma vez que no
homem, é um agente desinfetante produzido naturalmente pela ldgrima e tem amplo espectro
de atividade contra bactérias, fungos, protozodrios e virus (75). Na industria de alimentos, a
LYS ¢é freqiientemente utilizada na fase de preservacdo de alimentos, podendo ser aplicada em

filmes de embalagem de alimentos e de conservagdo de carnes, tais como embutidos (74).

Do ponto de vista quimico, € uma proteina globular, que consiste em 129 residuos,
€ considerada uma biomolécula modelo pequena com um peso molecular de 14,4 kDa, com as
dimensdes de 3,0 x 3,0 x 4,5 nm®. Ela apresenta forma elipséide que é estabilizada por quatro
pontes dissulfeto e seu sitio ativo pode se ligar a seis residuos de carboidratos para executar a

sua funcdo de catalisador. Seu pH isoelétrico € de aproximadamente 11 (62, 67).

A adsor¢do (imobilizacdo) de proteinas em materiais inorganicos € crucial para
melhorar a estabilidade de enzimas, sob condicdes extremas (76). Neste sentido, varias

pesquisas vém sendo desenvolvidas.

Kisler et al. (77, 78) relataram a adsor¢do de lisozima em MCM-41 e a superficie
revestida de MCM-41. Eles descobriram que o material revestido mostra uma alta capacidade
de adsor¢ao quando comparado ao material de origem MCM-41. No entanto, foi relatado que

sa0 necessarios varios dias para a adsor¢ao de lisozima alcangar o equilibrio nestes materiais.

Fan et al. (29) relataram que através do controle da morfologia da silica
mesoporosa do tipo SBA-15, a taxa de adsor¢do e a carga maxima atingida podem ser
drasticamente melhoradas. Foi demonstrado que a capacidade especifica pode chegar a 533

mg/g de enzima e que esta pode ser completamente adsorvido em apenas 10 min.
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A adsorc¢do de lisozima em SBA-16 e FDU-12 foi avaliada e foi também sugerido
que um grande didmetro da entrada do poro (d > 7 nm) é benéfico para a rdpida adsorcdo da

proteina (43).

7.3 Celulase (CEL)

A biotecnologia de celulases e hemicelulases comegou no inicio de 1980, sendo
direcionada inicialmente a alimentagdo animal e, em seguida, a aplicacdes alimentares.
Posteriormente, estas enzimas foram utilizadas nas industrias téxtil, de lavandaria, de papel e
celulose. Atualmente, estas enzimas sdo responsaveis por aproximadamente 20% do mercado

mundial de enzimas, obtidas principalmente a partir de Trichoderma e Aspergillus (79).

A celulase (CEL) realiza a conversdo de celulose em beta d-glicose de forma
eficiente e economica. A glicose produzida a partir do substrato de celulose pode ser utilizada
diretamente na alimentacdo humana e animal. Estes produtos contendo glicose podem ser ainda
utilizados como substrato para a fermentacdo ou por outros processos que podem produzir
produtos finais valiosos, tais como metanol, etanol, aminodcidos, dcidos organicos, proteinas
de célula unica e de outros bioreatores. A celulase pode também ser usada para aumentar a
digestibilidade de alimentos enriquecidos com elevado teor de fibras e em alimentos para

realcar o sabor, textura e quantidade (80).

A celulase é formada por trés moléculas principais que trabalham sinergisticamente
durante a hidrélise da celulose: celobiohidrolase (CBH), endobeta-1,4-glucanase (EG), e beta-
glucosidase (ou celobiase) (87, 82), que variam em tamanho desde 24 a 74 A (quando esférica)
ou de 13 x 79 A% a 42 x 252 A? (quando elipsoidal) (81, 83), e cada uma destas trés enzimas
apresentam um pH isoelétrico especifico. Segundo Hurst et al (84) e Okada et al. (85), a celulase
apresenta uma massa molecular variando entre 26 kDa e 31 kDa (valor determinado por

eletroforese) e pH 6timo variando entre 3,7 e 4,0.

Os avancos das pesquisas sobre celulases ocorreram em diversas dreas do
conhecimento. Ao longo dos anos vdrias contribui¢des cientificas vém sendo geradas
continuamente, no que tange ao isolamento de microrganismos produtores de celulases, ao
aumento da expressdo de celulases por mutacdes génicas, a purificacdo e caracterizacdo de
componentes deste complexo enzimético, ao entendimento sobre os mecanismos de ataque a

celulose, a clonagem e expressdao de genes, a determinacdo de estruturas tridimensionais das
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celulases e a demonstracdo do potencial industrial dessas enzimas. Os trabalhos desenvolvidos
por Takimoto et al. (86), Hartono et al. (87) e Rodrigues et al. (88) sdo apenas alguns dos varios

trabalhos reportados na literatura.

Takimoto et al. (86) estudaram as atividades enzimaticas de celulase encapsuladas
em materiais mesoporosos do tipo SBA-15 de uma variedade de tamanho de poro (5,4-11 nm
de diametro). Eles observaram que a quantidade de celulase encapsulada aumentou com
aumento do tamanho dos poros da SBA-15. No entanto, a celulase encapsulada em SBA-15
com um tamanho de poro de 8,9 nm apresentou maior atividade enzimadtica, apesar de ndo ter

o maior tamanho de poro e deste poro ser compardvel as dimensdes da celulase.

Hartono et al. (87) apresentam a sintese de silica mesoporosa amino- funcionalizada
do tipo FDU-12 com um grande poro (30,2 nm) e uma mesoestrutura altamente ordenada
usando 3-aminopropiltrietoxissilano (APTES) como uma fonte de organossilanos. Os
resultados mostraram que a silica aminofuncionalizada apresentou o dobro da capacidade de

adsorc¢do de celulase em relagdo a silica pura.

Rodrigues et al. (88) investigaram a capacidade de adsorcdo de celulase numa
coluna de leito fixo utilizando particulas de quitosana/alginato funcionalizada com epicloridrina
(Cs/Ag-E), como o adsorvente. Eles observaram que a capacidade méxima de adsorc¢do foi de
cerca de 11 mg de celulase/g de adsorvente. Ciclos sucessivos (adsor¢do/ lavagem/elui¢cdo)
foram executados e os resultados demonstraram a reversibilidade do processo e de seu potencial
para a separacgdo e purificacdo de enzimas. Contudo, a atividade da celulase na fracdo eluida foi

de apenas 29% da atividade da enzima fresca.

Nao foram encontrados na literatura trabalhos aplicando SBA-16 na adsor¢ao de

celulase.
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Capitulo 3

SINTESE E CARACTERIZACAO DE SILICA MESOPOROSA ORDENADA (SBA-15
E SBA-16) PARA ADSORCAO DE BIOMOLECULAS!.

Sandra Maria Lopes dos Santos #; Karina Alexandre Barros Nogueira *; Marlon de Souza
Gama ?; Jeann Diniz Ferreira Lima ?; Ivanildo José da Silva Junior ?; Diana Cristina Silva de

Azevedo?

a Departamento de Engenharia Quimica — Universidade Federal do Ceard, Campus do Pici,

S/N — Bloco 710 — CEP: 60455-760 — Fortaleza — CE — Brasil.

ABSTRACT

The present work describes the adsorption of biomolecules (bovine serum albumin - BSA,
lysozyme - LYS and cellulase - CEL) on ordered mesoporous silicas with different pore
diameters (SBA-15 and SBA-16) from buffered solutions. These adsorbents were synthesized
by sol-gel and hydrothermal routes and characterized by X-ray diffraction, N>
adsorption/desorption isotherms and transmission electron microscopy (TEM). The results by
X-ray diffraction and TEM show that the synthesized materials have distinct degrees of
mesoporous ordering. The influence of pH on the adsorption of BSA, LYS and CEL as well the
kinetics and adsorption isotherms were evaluated in stirred tanks. Among the materials studied,
hydrothermally synthesized SBA-15 showed the highest maximum adsorption capacity of BSA
and LYS (329 and 636 mg/g, respectively). CEL was best adsorbed in SBA-15 synthesized by

the sol-gel route.
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RESUMO

O presente trabalho descreve a adsorcao de biomoléculas (albumina bovina - BSA, lisozima -
LYS e celulase - CEL) em silicas mesoporosas ordenadas com diferentes didmetros de poros
(SBA-15 e SBA-16) em solugdes tamponadas. Estes adsorventes foram sintetizados pelas rotas
sol-gel e hidrotérmica e caracterizados por difracdo de raios-X, isotermas de adsorcdo e
dessorcao de N2 e microscopia eletronica de transmissdo (TEM). Os resultados de difragdao de
raios-X e TEM mostram que os materiais sintetizados apresentam graus distintos de ordenagao
mesoporosa. A influéncia do pH sobre a adsor¢cao de BSA, LYS e CEL assim como a cinética
e a isoterma de adsorcdo foram avaliadas em tanques agitados. Entre os materiais estudados, a
SBA-15 sintetizada hidrotermicamente apresentou maior capacidade mdxima de adsor¢ao para
BSA e LYS (329 e 636 mg/g, respectivamente). J4 a CEL foi melhor adsorvida em SBA-15

sintetizado pela via sol-gel.

Palavras-chave: Separacdo. Isoterma de adsor¢do. Proteina. Enzima. Silica.

1- INTRODUCAO

Em 1992, foi reportada pela primeira vez a descoberta de materiais mesoporosos
pertencentes a familia do M41S (7, 2). Destes, dois materiais t€ém recebido maior destaque, a

MCM-41, sintetizada em meio basico e SBA-15, sintetizada em meio acido.

SBA-15 (Santa Barbara Amorphous), desenvolvida em 1998 por Zhao et al. (3),
tem atraido bastante interesse devido as suas grandes dreas superficiais especificas, estrutura de
poros bem definida, carater inerte, nao toxico, alta biocompatibilidade (4) e estabilidade térmica
e hidrotérmica (5), o que permite que sejam utilizadas em catalise (6, 7), adsorcao (8-10), como
sensor quimico (/ 1), agente de imobilizagado (/2), liberacao de farmacos (13, 14) e de separacao
por técnicas cromatogréficas, tais como cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (/5-
17).

Outro adsorvente mesoporoso que tem recebido atencdo é a SBA-16, cujo
mecanismo de formacgdo € semelhante ao da SBA-15 (/8-22). A facilidade do método de
preparagdo, a estrutura ordenada, e a possibilidade de controle sobre o tamanho e a forma dos

seus poros, tornam a SBA-16 um material versatil, potencialmente aplicidvel em muitas areas
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da ciéncia e da engenharia de materiais (23). Embora seja relatada na literatura a aplicacdo de
SBA-16 em campos distintos como catédlise (24-26), funcionalizacido (27), incorporacdo de
metais (28) e templating (29, 30), existem poucos registros de uso de tais materiais para fins de

adsor¢ao/cromatografia (37).

Tanto a SBA-15 quanto a SBA-16 sdo sintetizadas em meio dcido, na presenca de
surfactantes copolimero tribloco Pluronic P123 (PEO20PPO70PEQO29) (3) e Pluronic F127
(PEO10sPPO70PEO106) (I8), respectivamente. No entanto, os materiais resultantes tém
estruturas muito distintas, como mostradas na Figura 3.1. SBA-15 € uma silica mesoporosa com
poros paralelos e arranjo hexagonal altamente ordenado (ver a Figura 3.1a). Tem como
vantagens a produ¢do combinada de micro e mesoporosidade e paredes de silica relativamente
espessas. Os microporos sao criados pela penetracao da cadeia de 6xido de etileno hidrofébico
nas paredes de silica (32). Por outro lado, SBA-16 é uma silica mesoporosa que possui uma
estrutura com nanocompartimentos esféricos, com arranjo ciibico de corpo centrado, onde cada
esfera estd ligada a outras oito esferas vizinhas (33) (ver Figura 3.1b). Em opera¢des como
catalise ou separagdes, esta diferenca na estrutura pode favorecer ou ndo a eficiéncia do
processo. Por exemplo, Li et al. (34) verificaram que a encapsulagcdo de complexos de Ru em
nanocompartimentos de SBA-16 ¢ um método eficiente para alcangar elevada atividade
catalitica, aumentando a oxidacao da 4gua. Dados sobre a aplicagdo do SBA-16 na adsor¢do de
biomoléculas sdo escassos, por isso ainda esta por ser investigado se este modelo de estrutura

poderia influenciar positivamente a separagcdo de biomoléculas volumosas.

Figura 3. 1 — Ilustrag@o esquemadtica dos canais da SBA-15 (a) e nanocaixas da SBA-16 (b).
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Fonte: adaptado de Zhao et al. (3) e Flodstrom et al. (217), respectivamente.
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Alguns autores relataram recentemente a utilizacdo de hidrotalcitas sintéticas
conhecidas como hidréxidos de dupla camada (35-37) e espumas celulares mesoestruturadas
(MCF) (38), como novos adsorventes potenciais para biomoléculas. Estes materiais tém
mostrado capacidade de adsor¢do elevada para proteinas padrao, por exemplo, albumina de soro

bovino (BSA), Albumina de Soro Humano (HSA), lisozima (LYS) e mioglobina (Mb).

Neste trabalho, a SBA-15 foi sintetizada por duas vias distintas, sol-gel e
hidrotérmica. A via sol-gel tem como principal vantagem a possibilidade de ser realizada sob
condi¢cdes moderadas de temperatura e pressdo. No entanto, o tempo requerido para as etapas
de hidrdlise e condensagdo ocorrerem € geralmente muito superior ao exigido pela sintese
hidrotérmica. Por sua vez, este ultimo método resulta freqiientemente em materiais com areas
especificas e didmetros de poros maiores do que os obtidos pela via sol-gel. Por esse motivo, é
interessante comparar a capacidade de materiais do tipo SBA-15 obtidos por estas duas vias

para adsorver as biomoléculas em estudo.

Assim, este trabalho destina-se a sintese de silicas mesoporosas ordenadas do tipo
SBA-15 e SBA-16, e investiga o seu potencial na adsor¢cdo de albumina de soro bovino (BSA),

lisozima (LYS) e celulase (CEL).

2 PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Reagentes

Os copolimeros triblocos pluronico P123 (PEO2PPO70PEO2) e plurdnico F127
(PEO106PPO70PEO106), tetractoxisilano (TEOS, 98%), acido cloridrico (36%), CEL de
Aspergillus niger e LYS foram comprados da Sigma Aldrich (USA). A BSA foi fornecida pela
INLAB (Brasil); dlcool butilico da Aldrich (99,4%); etanol, octano e fluoreto de amdnio (NH4F)
da Vetec (Brasil). Todos os produtos quimicos foram utilizados como recebidos, sem qualquer

purificacdo adicional.
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2.2 Sinteses

A SBA-15 foi sintetizada por via sol-gel e hidrotérmica. A SBA-16 s6 foi
sintetizado hidrotermicamente. A sintese hidrotérmica da SBA-15 (SBA-15 HD) foi realizada
de acordo com o procedimento descrito por Zhang et al. (39), com adaptacdes. Como
procedimento de sintese, 4,6 g de P123 foram dissolvidos em 160 mL de uma solucao de HCl
(1,3 M), seguido pela adicao de 0,052 g de NH4F. Depois de algumas horas, sob agitacdo, a 298
K, uma solug¢do clara foi obtida e, em seguida, foram adicionados 21,72 g de octano € 9,76 g de
TEOS. A mistura resultante foi agitada durante 24 h e, em seguida, transferida para uma
autoclave para o envelhecimento a 373 K durante 48 h. O soélido foi filtrado, seco ao ar e
calcinado a 823 K durante 5 h para remover os compostos organicos. A composi¢do molar do

gel de sintese foi 1,00 TEOS: 0,018 P123: 6,36 HCI: 201,8 H>O: 0,033 NH4F: 4,7 octano.

A sintese de SBA-15 obtida via sol-gel (SBA-15 SG) foi realizada como reportado
por Esparza et al. (40), com adaptacgdes. 1,7 g P123 foram dissolvidos numa solugdo de 50,4
mL de HCI aquoso (2 M) e mantidos sob agitacdao a 323K até que uma solugdo transparente foi
obtida. 3,75 mL de TEOS foram adicionados gota a gota, sob agita¢do vigorosa. Posteriormente,
a mistura foi ainda envelhecida durante 24 h a mesma temperatura, sem agitacao.
Subseqiientemente, a temperatura foi elevada até 353 K e mantida neste valor durante 48 horas.
Os solidos foram filtrados, lavados com dgua deionizada abundante para eliminar o excesso de
surfactante. Finalmente, o solido foi seco a 333 K durante 12 horas e calcinado a 823 K durante

6 h. A composi¢cao molar do gel de sintese foi 1,00 TEOS: 0,017 P123: 6 HCI: 160 H>O.

A sintese hidrotérmica de SBA-16 foi realizada seguindo o método relatado por
Kleitz et al. (41). A silica mesoestruturada do tipo SBA-16 foi preparada utilizando uma mistura
de plur6nico F127 e alcool butilico como agentes de direcionamento da estrutura. A fonte de
silica foi o TEOS. Numa sintese tipica, 4,0 g F127 foram dissolvidos em solu¢@o aquosa 0,4 M
HCI (200 mL). A sintese foi realizada num frasco de polipropileno fechado. Apds dissolugcdo
completa, 13,75 g de élcool butilico foram adicionados de uma s6 vez a 318 K. Ap6s 1 h sob
agitacdo, 19,3 g de TEOS foram rapidamente adicionados a esta mistura. A composicao molar
do gel de sintese foi de 1,00 TEOS: 0,0035 F127: 1,78 BuOH: 0,88 HCI: H>O 119. A mistura
foi ainda agitada vigorosamente a 318 K durante 24 horas para permitir a formac¢do do produto
mesoestruturado. Subseqiientemente, a mistura de reagcdo foi aquecida numa autoclave a 373 K

durante 24 h sob condicdes estdticas. O precipitado branco foi entdo filtrado sem lavagem e
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secou-se a 373 K durante 24 horas ao ar. Para remover o modelo de copolimero, o sélido foi
enxaguado brevemente a temperatura ambiente com uma mistura de etanol/HCI, durante 20

minutos, em seguida foi filtrado, seco e depois calcinado a 823 K durante 2 h.

2.3. Caracterizacoes

A difracdo de raios-X (XRD) foi utilizada para identificar as fases cristalinas dos
s6lidos sintetizados. As andlises foram realizadas com um difratdmetro de raios-X Siemens
D5000 equipado com uma fonte de radiacdo de CuK, (comprimento de onda de 1,5418 A). As
medicdes foram obtidas para 20 variando de 1-10°. As micrografias eletronicas de transmissao
(TEM) foram obtidas com o auxilio de um microscépio de alta resolu¢dao Philips CCCM 200
SuperTwin-DX4. As medi¢des de adsorcao e dessorcdo de N> a 77 K foram realizadas
utilizando um equipamento de adsor¢cdo volumétrica (AUTOSORB-1MP, Quantachrome
Instruments). A drea de superficie especifica (Sger) das amostras foi calculada com o método
de Brunauer, Emmet e Teller (BET) (42), utilizando os dados de adsor¢@o na gama de pressoes
relativas 0,05-0,18 e 0,05-0,23 para as amostras SBA-15 e SBA-16, respectivamente, onde as
condi¢des de linearidade e consideracdes a respeito do método foram cumpridas (43). A
distribuicao do tamanho dos poros foi calculada a partir do ramo de dessor¢do das isotermas
usando a Nonlocal Density Functional Theory (NLDFT) (44). O volume total de poro foi

calculado como o volume adsorvido em P/P0O = 0,95.

2.4. Experimentos de adsorcao de proteinas

Experimentos de adsorcao foram realizados num agitador orbital (Tecnal, Brasil).
Para isso, 15 mg de adsorvente foram colocados em contato com 3,0 mL de solu¢do tampao
contendo a biomolécula alvo (BSA, LYS ou CEL). Inicialmente, foi avaliado o efeito do pH na
adsor¢do da biomolécula. Para a BSA, uma concentracdo inicial de 1,0 mg/mL em tampao
acetato (50 mmol/L) foi utilizado com o pH variando entre 3,6 e 5,6 através da adi¢ao de HCI
ou de NaOH. Para as outras biomoléculas, a concentra¢ao inicial foi de 3,0 mg/mL, utilizando
tampao de bicarbonato de sédio (25 mmol/L) com o pH variando entre 6,5 e 12,0 para LYS e

tampao acetato (50 mmol/L) com o pH variando entre 3,0 e 5,4 para a CEL. Para os
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experimentos de cinética, as concentracdes iniciais utilizadas foram as mesmas usadas nos
testes de pH. As amostras foram coletadas em intervalos de tempo pré-determinados. Para a
medi¢do das isotermas de adsorcdo, diferentes concentragdes iniciais de BSA (1,0 a 15,0
mg/mL), LYS (1,0 a 15,0 mg/mL) e CEL (1,0 a 7,0 mg/mL) com pH e forca ionica definidas
foram agitadas durante tempo suficiente para assegurar o equilibrio. A razdo sélido/liquido
usada na determinagdo das isotermas de adsor¢do foi de 5,0 mg/mL. Em todos os experimentos,
ap6s um dado tempo, as amostras foram recolhidas e centrifugadas durante 10 min a 10.000 g
(microcentrifuga refrigerada Cientec CT - 15000R, EUA). A concentragao do sobrenadante foi
analisada com um espectrofotometro a 280 nm (espectrofotometro de UV-Vis Biomate 3,

Thermo Scientific, EUA).

A concentragdo de cada biomolécula adsorvida foi calculada usando um balango de

massa simples, de acordo com a Equacao 1:

v,lc,-c
g=LulCoCo) (M

mad‘v

onde Vi, representa o volume de solu¢do de biomolécula no equilibrio (tipicamente de 3 mL);
C, a concentragdo inicial da biomolécula (mg/mL); Ce, € a concentracdo de equilibrio (mg/mL)

e Mads € a massa do adsorvente (normalmente de 15 mg ).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacio de SBA-15 e SBA-16

Os padrdes de difragdo de raios-X foram usados para identificar o ordenamento
estrutural dos materiais mesoporosos em estudo. Os resultados sdo mostrados na Figura 3.2. No
caso da SBA-15 SG, trés principais picos de difragdo estdo presentes correspondentes aos
planos cristalinos correspondentes aos indices de Miller (100), (110) e (200). Estes trés
primeiros picos sdo caracteristicos de um arranjo hexagonal de poros de duas dimensdes,
normalmente encontrado em materiais como SBA-15 (45, 46), indicando uma mesoestrutura

bem definida. Por outro lado, a SBA-15 HD € muito menos regular e praticamente mostra
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apenas um pico bem resolvido em 20 = 1°. Apds 20 = 1°, existem picos ndo resolvidos que
podem indicar que existe algum grau de arranjo mesoporoso, a ser confirmado por TEM. SBA-
16 também s6 mostra um pico bem pronunciado em baixo angulo. Sua posi¢ao corresponde ao
forte observado com particulas poliédricas e indexado pelo plano (110) (47). Tal arranjo de
materiais pode também ser observado através das imagens de TEM ilustradas na Figura 3.3. Os
poros dispostos em arranjo hexagonal das amostras de silica SBA-15 podem ser claramente
observados em ambas as vias de sintese (Figuras 3 Al, B1, A2 e B2). Como esperado, as
imagens de TEM de SBA-16 nao mostram um ordenamento hexagonal como na SBA-15, mas

sim de poros interligados tipo gaiola.

Figura 3. 2 — Difragdo de raios-X a baixo angulo das amostras SBA-15 SG (a), SBA-15 HD (b) and SBA-16 (c).
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 3.3 — Imagens TEM das amotras de SBA-15 SG (Al - A2), SBA-15 HD (B1 - B2) e SBA-16 (C1 - C2).

Fonte: elaborado pelo autor.
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As Figuras 3.4 e 3.5 mostram as isotermas de adsorcdo e dessor¢do de N> das
amostras SBA-15 e SBA-16, que podem ser classificados como tipo IV. Isto é caracteristico de
materiais mesoporosos com um ciclo de histerese tipico de poros cilindricos paralelos, no caso
da Figura 3. 4 (amostras de SBA-15). A SBA-16 (Figura 3.5) apresenta uma histerese do tipo
H2 (48), tipico de materiais mesoporosos tipo gaiola (49). Nas Figuras 4b e 5b, as distribui¢des
de tamanho de poro das trés amostras revelaram que os tamanhos dos poros sdo praticamente
todos superiores a 2 nm (mesoporos de acordo com a classificagio [UPAC). Tamanhos de poros
consideravelmente maiores foram obtidos para SBA-15 HD, o que pode ser uma das razdes
para o material ser menos ordenado que os demais. E interessante notar que a SBA-16 apresenta
uma distribuicdo bimodal de tamanho de poro, o que corresponde ao tamanho das gaiolas

(aproximadamente 11 nm) e a seus poros de conexdo (cerca de 3 nm).

Figura 3. 4 — Isoterma de adsorg¢@o e dessorcdo de N> (a) e distribui¢do de tamanho de poros por NLDFT (b) para
SBA-15 SG (m) e SBA-15 HD (©0). A linha pontilhada representa a dessorgao.
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Figura 3. 5 - Isoterma de adsorcdo e dessor¢cdo de N> (a) e distribui¢do de tamanho de poros por NLDFT (b) para

SBA-16. A linha pontilhada representa a dessor¢ao.
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As caracteristicas texturais dos adsorventes foram obtidas a partir das isotermas de
adsor¢io de N> a 77 K e estdo resumidos na Tabela 3.1. E possivel observar que, apesar de ter
a menor area superficial especifica, a SBA-15 HD apresenta o maior volume de poros e

diametro dos poros, caracteristicas interessantes para adsorcao de biomoléculas.

Tabela 3. 1 — Propriedades texturais das amostras de SBA-15 HD, SBA-15 SG e SBA-16.

Amostras Seer (M%/g) Dp (nm) Vp (cm?/g)
SBA-15 HD 609 16,7 1,65
SBA-15 SG 777 9,1 0,92

SBA-16 755 11,7 0,91

Sser = drea superficial; Dp = didmetro de poros obtidos pelo método NLDFT a partir dos dados de dessor¢do; Vp
= volume total de poros.

As SBA-15 SG e SBA-15 HD mostram propriedades texturais e estruturais muito
diferentes devido as diferentes condicdes de sintese, em relacdo ao tempo e temperatura de
agitacdo, bem como a adi¢ao de agentes de expansao de poros. A SBA-15 HD foi sintetizada
por via hidrotérmica, com a ajuda de octano como um agente de expansao de poro e fluoreto de
amoOnio como agente solubilizante. De acordo com Zhang et al. (50), a adi¢do de tais reagentes

promove a formagao de estruturas organizadas em baixas temperaturas, o que € benéfico, uma
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vez que os blocos de 6xido de propileno (PPO) tendem a tornar-se mais hidrofilico a
temperaturas baixas e ser facilmente hidratados. Por outro lado, esta hidratacdo prejudica a
formacdo e agregagao das micelas. De fato, apesar da sintese hidrotérmica geralmente levar a
formacdo de SBA-15 bastante ordenada com picos de reflexdo (100) DRX bem resolvidos, a
SBA-15 HD € bastante desordenada, provavelmente devido a temperatura relativamente baixa
(298 K) no passo de condensacao. Por outro lado, a presenca de alcanos, como por exemplo,
octano, tende a suprimir a hidratacdo do PPO hidr6fobo, ao passo que a solubilizacdo de tais
alcanos com o auxilio de fluoreto de amonio expande o nicleo hidrofébico das micelas (57). A
combinacdo de todos estes fatores (a baixa temperatura de condensacio e a adicdo de agentes
de expansdo de poro) resulta em silicas mesoporosos com maiores diametros de poro
(superiores a 10 nm), que, no entanto, tendem a ser mais desordenada do que os sintetizados
seguindo um procedimento convencional, tal como SBA-15 SG. Esta ultima foi preparada sem
a adicdo de expansores de poros ou potenciadores de solubilidade e a etapa de condensagdo
ocorreu a 323K, o que conduziu a uma agregacdo de micelas mais eficaz e, portanto, a um

material mais ordenado, mas com um tamanho de poro mais estreito.

3.2 Adsor¢ao de biomoléculas

3.2.1. Efeito do pH na adsor¢cdo de BSA, LYS e CEL

A adsor¢do de BSA, LYS e CEL nas amostras de SBA-15 e SBA-16 foi investigada
em diferentes valores de pH e os resultados estdo mostrados nas Figuras 3.6a, 3.6b e 3.6c,

respectivamente.

De acordo com estes resultados, a capacidade méxima de adsorcdo ocorre em pH
4,8 para BSA, 10,6 para LYS e 4.0 para CEL. No caso das proteinas (BSA e LYS), estes valores
aproximam-se dos respectivos pontos isoelétricos (plesa = 4,8 e pILys = 11,0), em que a carga
liquida da proteina € zero. A um pH abaixo do pl, a proteina/enzima é carregada positivamente,
ao passo que € negativamente carregada a um pH acima do pl. Portanto, as repulsdes laterais
entre as proteinas adsorvidas sao minimas quando o pH € igual ao pl. A diferenga de carga pode
promover ou ndo a intera¢ao das biomoléculas com o adsorvente e essas interagdes podem ser
regida por forcas hidrofébicas, interacdes eletrostaticas e ligagdes de hidrogénio. No nosso

caso, as interacOes entre a proteina/enzima e SBA-15 s@o susceptiveis de ser interacdo
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hidrofilicas, devido a presenca de grupos hidroxila na superficie da SBA-15 e os grupos

funcionais de proteina/enzima (52).

Figura 3.6 — Influencia do pH na adsorcéo de BSA (a), LYS (b) e CEL (c) em SBA-15 obtidos por via sol-gel (m),
via hidrotérmica (o) e SBA-16 (A).
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Outra explicagdo para favorecer a adsor¢do no ponto isoelétrico é a alteracao na
conformacgdo da cadeia da proteina. No caso da BSA e LYS, tem sido relatado na literatura que
estas moléculas tém a capacidade de dobrar ou desdobrar a sua estrutura de acordo com o pH
do meio. BSA, por exemplo, existe sob uma forma compacta, entre pH 4,3 e 10,5 (53, 54). A
diminui¢ao do pH pode levar a transi¢do de BSA de uma conformacgdo compacta em formato
coragdo (forma N) para desdobrada na forma charuto (forma F) a pH 4,5 e as alteracdes de
conformacgdo sdo irreversiveis quando o pH < 4,0 (54, 55), esta transi¢do sempre envolve a
expansdo da molécula. Gao et al. (54) relataram que, quando o valor do pH € diminuido de 5,0
para 2,4, tanto o didmetro hidrodindmico quanto o volume molecular da BSA aumentam
significativamente. Isso implica que a diminui¢c@o observada da capacidade de adsor¢ao, com a
diminui¢do do pH poderia ser considerado como um resultado do desdobramento e aumento do
volume molecular da BSA. Fendmeno semelhante deve acontecer com a LYS, que também
muda a sua estrutura com o pH, de acordo com a literatura (56). Registros na literatura nao
foram encontrados em relacao a CEL no que diz respeito a este assunto, mas acreditamos que
mudangas similares na conformacao tridimensional acontecerdo no pH abaixo do pl. Deve ser
levado em conta que a celulase é uma associagdo de trés enzimas (celobiohidrolase, endobeta-
1,4-glucanase, e beta-glicosidase ou celobiase), cada uma tendo o seu préprio pl (57). Assim,
isto pode explicar as adsor¢des mais elevadas a pH 4 (Figura 3.6c), um pH ligeiramente mais

baixo do que o pl reportado para CEL.

Sandra Maria Lopes dos Santos, setembro de 2013



Capitulo 3 — Aplicagdo de SB-15 e SBA-16 na adsor¢do de biomoléculas. | 61

3.2.2 Cinética e isoterma de adsor¢cdo de BSA, LYS e CEL em SBA-15 e SBA-16

As curvas de adsorcao em funcdo do tempo para BSA (a), LYS (b), e CEL (c) em
SBA-15 HD, SBA-15 SG e SBA-16 sdo mostrados na Figura 3.7. De acordo com estes
resultados, pode-se observar uma ripida diminui¢do na concentragdo de biomoléculas na fase
liquida. O equilibrio foi atingido em cerca de 240 minutos (4 horas) para BSA e LYS, em ambas
as amostras de SBA-15 e de 120 min (2 horas) em SBA-16. No caso de CEL, o equilibrio foi
atingido em 240 min para todos os adsorventes. Esta informacao € ttil para o conhecimento do

tempo de contato necessario para o equilibrio de adsor¢do ser estabelecida.

Figura 3.7 — Cinética de adsor¢cdo de BSA (a), LYS (b) e CEL (c) em SBA-15 SG (m), SBA-15 HD (o) e SBA-16
(A).
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Fonte: elaborado pelo autor

As Figuras 3.8, 3.9 e 3.10 mostram as isotermas de adsor¢do de BSA, LYS e CEL,
respectivamente, obtidas com SBA-15 SG, SBA-15 HD e SBA-16 em tanques agitados. As
curvas mostradas em todas as Figuras representam a regressdo dos dados experimentais, de
acordo com os modelos de Langmuir (L), de Henry (H) e de Langmuir-Freundlich (LF),
conforme expresso abaixo (Equacdes 2, 3 e 4). Os parametros estimados destes modelos de

isotermas sao apresentados na Tabela 3.2, 3.3 ¢ 3.4.
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qmdx (k Ceq )

2
1+k,C, @

onde ¢ € a quantidade de proteina adsorvida por unidade de peso (mg/g), Ceq é a concentracdo
de proteina na fase liquida de equilibrio de adsorcao (mg/mL), K; € a constante de dissociac@o
de Langmuir (mL/mg), que estd relacionada com a energia de adsor¢cao e o gmax € a capacidade

maxima de adsor¢ao por unidade de peso (mg/g).

q =k, .C, 3)

onde kg € a constante da lei de Henry (mL/g) e C,, é a concentragdo na fase fluida (mg/mL).

Clmdx (kLF )b

4
1+(kLFCeq) “)

onde ¢ € a quantidade de proteina adsorvida por unidade de peso (mg/g), C., é a concentragdao
de protefna na fase liquida no equilibrio de adsorcdo (mg/mL), kzr (mL/mg)'”? é a constante de
Langmuir-Freundlich associado com a energia de adsor¢do, b € a constante de heterogeneidade
de Langmuir-Freundlich. LF tende para a isoterma de Langmuir quando a constante de

heterogeneidade b € proximo da unidade.
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Figura 3. 8 — Isoterma de adsor¢do de BSA a 295 K em (a): SBA-15 SG (m) e SBA-15 HD (0); (b) SBA-16 (A).
Linhas sélidas (—) representam o modelo de Langmuir, linhas pontilhadas () representam o modelo de Langmuir-

Freundlich e as linhas tracejadas (---) representam o modelo de Henry.
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Fonte: elaborado pelo autor
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Figura 3.9 — Isoterma de adsorcdo de LYS a 295 K em SBA-15 SG (m), SBA-15 HD (o) e SBA-16 (A). Linhas

s6lidas (—) representam o modelo de Langmuir e linhas pontilhadas () representam o modelo de Langmuir-

Freundlich.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 3.10 — Isoterma de adsor¢do de CEL a 295K em SBA-15 SG (m), SBA-15 HD (0) e SBA-16 (A). Linhas

s6lidas (—) representam o modelo de Langmuir e as linhas pontilhadas () representam o modelo de Langmuir-

Freundlich.
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mesoporosa.
Parametros
Amostra Modelo k. (mL/mg), R?
Gmax (ME/g) Vb b
krr (mL/mg)
Langmuir 65,02 + 1,35 70,52 + 17,62 - 0,9682
SBA-15 SG
LF* 74,69 £ 222 70,42 £12,05 0,39 +0,05 0,9973
Langmuir 328,74 + 14,86 23,10 + 4,98 - 0,9195
SBA-15HD
LF* 317,38 +10,54 25,17 £2,19 2,21 +0,47 0,9501
Langmuir - - - -
SBA-16
Henry - 6,20 +0,10 - 0,9951

* Langmuir-Freundlich.

Tabela 3. 3 — Pardmetros da equacdo de Langmuir e Langmuir-Freundlich para a adsor¢do de LYS em silica

mesoporosa.
Parametros
Amostra Modelo ki, (mL/mg), R?
Gmax (ME/g) Vb
krr (mL/mg)
Langmuir  429.10 £ 16.69 15.79 £5.12 - 0.9627
SBA-15 SG
LF* 535.23 +75.08 0.42 +0.24 0.46 £0.12 0.9682
Langmuir  635.69 +£29.99 52.71 £19.17 - 0.9129
SBA-15 HD
LF* 819.85 £221.15 0.40+0.43 0.38+£0.18 0.9504
Langmuir 76.07 £0.58 9.35+0.79 - 0.9994
SBA-16
LF* 75.03 £1.60 0.08 +0.04 1.20 £0.38 0.9994

* Langmuir-Freundlich.

Tabela 3. 4 - Pardmetros da equacdo de Langmuir e Langmuir-Freundlich para a adsor¢do de CEL em silica

mesoporosa.
Parametros
Amostra Modelo ki, (mL/mg), R?
Gmax (Mg/g) b b
kir (mL/mg)

Langmuir  957.30 £ 71.91 0.09 £0.01 - 0.9989

SBA-15 SG
LF* 931.29 +301.47 0.09 £ 0.05 1.01 £0.09 0.9987
Langmuir  845.84 + 195.70 0.05 £ 0.01 - 0.9952

SBA-15 HD
LF* 605.19 +7.47 0.09 £ 0.00 1.07 £0.00 0.9961
SBA-16 Langmuir  473.38 + 122.64 0.06 +0.02 - 0.9922
) LF* 412.81 £6.62 0.07 £0.00 1.00 £0.00 0.9930

* Langmuir-Freundlich.

Sandra Maria Lopes dos Santos, setembro de 2013



Capitulo 3 — Aplicagdo de SB-15 e SBA-16 na adsor¢do de biomoléculas. | 67

As isotermas de adsorcdo de BSA e LYS em SBA-15 SG e HD em todos os
adsorventes mostraram um considerdvel aumento inicial, o que sugere uma elevada afinidade
entre estas biomoléculas e a superficie do adsorvente até que, finalmente, a isoterma atinge um
patamar (tipo de isoterma de Langmuir) (58). Observa-se que o valor de gmax tanto para BSA
quanto para LYS € relativamente elevado quando comparado com os dados descritos na
literatura (9, 58-60), especialmente para SBA-15 HD. Este material apresenta maior didmetro
de poros e de volume de poro e, portanto, acomoda mais biomoléculas por unidade de massa.
A capacidade de adsor¢do das proteinas/enzimas sobre as peneiras moleculares mesoporosas €
conhecida por ser fortemente influenciada pela area e volume de poros especifico (6/). Tanto a
BSA quanto a LYS foram adsorvidas no seu ponto isoelétrico, deste modo que é provavel que

a adsorc¢do seja impulsionada majoritariamente por efeitos de exclusiao de tamanho.

As linhas sélidas e pontilhadas na Figura 3.8 representam os modelos de L e LF
para a adsor¢do de BSA em SBA-15 HD e SBA-15 SG. De acordo com os resultados
apresentados na Tabela 3.2, em ambas as SBAs a adsor¢do de BSA foi bem ajustada por LF. A
quantidade maxima de BSA adsorvida em SBA-15 HD foi 317,38 mg/L e 74,69 mg/g em SBA-
15 SG. A BSA é uma grande proteina de forma elipséide com massa molecular de 69 kDa e de
tamanho molecular de 4 nm x 4 nm x 14 nm (67). A sua se¢do transversal é mais préxima do
tamanho do didmetro de poro médio de SBA-15 SG (9 nm) do que o didmetro dos poros da
SBA-15 HD (17 nm). Além disso, o volume de poro da SBA-15 SG ¢ de cerca de + 55% do
volume da SBA-15 HD. Portanto, ndo € surpreendente que a capacidade de adsorcao de BSA
no primeiro adsorvente seja muito menor do que no segundo. Baseado no mesmo raciocinio,
BSA € dificilmente adsorvido na SBA-16 (Figura 3.8b), que tem uma distribuicdo de tamanho
de poro nitidamente bimodal (ver Fig. 3.4b.). Mesmo que as gaiolas do adsorvente tenham
espaco suficiente para acomodar a BSA (entre 10 e 13 nm), o tamanho dos poros de ligacdo é
menor do que 4 nm, que interpde sérios obstdculos estéricos. Estes resultados estdo de acordo
com o relatado por Diao et al. (61), que investigou o efeito do tamanho do poro de SBA-15 na
adsor¢do de BSA e LYS. Observou-se também que a capacidade de adsor¢ao de equilibrio de

BSA em SBA-15 aumentou com o aumento do tamanho dos poros.

LYS é uma biomolécula bastante menor do que a BSA, com dimensdes de 3 nm X
3 nm X 4,5 nm (9). Ela € adsorvida em todas as trés silicas com adsor¢cdes maximas mais
elevadas do que as obtidas para BSA. Em SBA-16, LYS € a unica biomolécula a mostrar
comportamento de isotermas de Langmuir, embora a adsorc@o seja mais baixa em comparagdo

com as outras silicas. Isto pode ser explicado novamente devido ao pequeno tamanho dos poros
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de acesso as gaiolas cubicas. Como pode ser visto na Fig. 4b, o tamanho médio de tais poros é
de cerca de 3 nm, as quais podem também limitar a adsor¢do de LYS, ndo obstante a gaiola
relativamente grande. Para o caso de adsor¢do de LYS em SBA-15 HD, SBA-15 SG e SBA-16
(Fig. 3.9), as linhas sélidas e linhas pontilhadas representam os modelos de L e LF. Como
mostrado na Tabela 3.3, ao contrdrio da adsor¢cdo de BSA, o modelo L foi o mais adequado
para representar os dados experimentais em todos os adsorventes. Embora visualmente
mostrando um melhor ajuste, o modelo de LF apresentou grandes desvios-padrdo para os

parametros estimados.

No caso de CEL, todos os adsorventes mostraram capacidade de adsorcdo
aprecidvel a 295 K e um comportamento apenas ligeiramente ndo-linear. Os parametros de
ajuste das equacdes de L e de LF sdo resumidos na Tabela 3.4. De acordo com os resultados
apresentados na Tabela 4, o modelo de L foi também mais apropriado para representar os dados
experimentais da isoterma de adsorcio de CEL em todas as SBAs. E a biomolécula mais
adsorvida pela SBA-16, possivelmente devido a suas diferentes conformagdes e tamanhos das
enzimas individuais que constituem a celulase, o que leva a um efeito de exclusdo menos
pronunciado do que o observado para BSA e LYS. Isto pode ser melhor apreciado na Figura
3.11, em que as isotermas das trés biomoléculas estudadas sdo mostradas para SBA-16. De fato,
foi relatado em Hartono et al. (57) que a celulase pode assumir forma esférica (2,4-7,4 mm de
diametro) ou elipsoidal (1,3 x 7,9 x 4,2 nm a 25,2 nm). Levando-se em conta que o didmetro
da boca do poro da SBA-16 sintetizada € de cerca de 3 nm (ver fig. 3.5b), as enzimas menores

ou elipsoidais longelineas terdo livre acesso as gaiolas cubicas.
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Figura 3.11 — Isoterma de adsor¢@o a 295K em SBA-16: BSA (A), LYS (0) e CEL (#).
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4 CONCLUSOES

SBA-15 e SBA-16 foram sintetizadas pelas rotas sol-gel e hidrotérmica. As trés
silicas mesoporosas sintetizadas foram capazes de adsorver as biomoléculas estudadas (BSA,
LYS e CEL) nos pHs préximos aos seus pls com capacidades relativamente elevadas na maioria
dos casos. Entre as silicas com poros cilindricos paralelos (SBA-15), o material sintetizado
hidrotermicamente apresentou propriedades texturais superiores (tamanho dos poros e de
volume especifico de poros) e mostrou a maior capacidade de adsor¢ao tanto para a BSA (317
mg/g) quanto para LYS (636 mg/g), apesar de seu arranjo dos poros mal ordenado. Por outro
lado, SBA-15 sintetizado pela via sol-gel mostrou uma maior capacidade de adsorcdo de
celulase (957 mg/g) em comparacdo com os outros materiais. Nao s6 € o material com melhor
arranjo mesoscépico dos poros (Fig. 3.2), mas também exibe uma distribuicao de tamanho de
poros estreita (Fig. 3.4-B) em comparacao com os demais adsorventes, o que sugere que a
celulase parece ser mais densamente empacotada em SBA-15 SG do que na SBA-15 HD.
Quanto a SBA-16, capacidades de adsorcdo mais baixas eram esperadas para todas as
biomoléculas estudadas, devido a natureza da sua propria estrutura, uma vez que apresenta uma
estrutura cubica de corpo centrado ligado por poros estreitos. No entanto, a adsor¢ao de celulase

por este material (473 mg/g), descrita pela primeira vez neste trabalho, ultrapassa as adsorcoes
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de outras biomoléculas, e esta pode ser uma caracteristica interessante para ser explorada nos

processos de separagdo cromatogrifica desta enzima.
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Capitulo 4

ADSORCAO DE BIOMOLECULAS EM SILICA MESOPOROSA SBA-15: EFEITO
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ABSTRACT

Mesoporous silicas (SBA-15) with different pore sizes and channel lengths were synthesized
by hydrothermal route and then calcined to 550 °C in order to evaluate the adsorption capacity
of three biomolecules (Bovine Serum Albumin — BSA, Lysozyme — LYS and Cellulase — CEL).
The pore volume was increased with the use of 1,3,5-trimethylbenzene (TMB) as swelling
agent. The pore length was modified by the addition of heptane and/or ammonium fluoride
(NH4F). The adsorbents, identified as SBA-15 (S), SBA-15 (S1) (TMB), SBA-15 (S2) (TMB
and NH4F) and SBA-15 (S3) (NH4F and heptane) were characterized by X-ray diffraction
(XRD), infrared spectroscopy (IR), transmission electron microscopy (TEM) and N>
adsorption/desorption isotherms at 77 K. Adsorption behavior of BSA, LYS and CEL onto
SBA-15 was investigated using the batch experiments at 25°C. S2 and S3 showed the highest
adsorption capacity for all biomolecules. These results can be explained by the larger pore
diameter of the adsorbents, which facilitates the access to these biomolecules within these

pores. All cellulase adsorption isotherms showed a linear behavior and Henry’s Law fits well
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the experimental data. The maximum adsorption capacity of cellulase in S2 was approximately
250 mg/g for a liquid-phase concentration of 6 mg/mL. BSA and LYS adsorption isotherms
were well fitted by the Langmuir model and the maximum adsorption capacities were 580 and

786 mg/g, respectively.

Keywords: SBA-15. Swelling agent. Adsorption. Biomolecules.

RESUMO

Silicas mesoporosas do tipo SBA-15 com diferentes tamanhos de poros e comprimento dos
canais foram sintetizadas por via hidrotérmica e, em seguida, calcinadas a 550 °C. A capacidade
de adsor¢ao de biomoléculas (albumina de soro bovino - BSA, lisozima - LYS e celulase - CEL)
nestes materiais foi estudada. O volume de poro foi aumentado com a utilizagdo de 1,3,5-
trimetilbenzeno (TMB) como agente expansor de poros. O comprimento do poro foi modificado
pela adi¢do de heptano e/ou de fluoreto de amdnio (NH4F). Os adsorventes identificados como
SBA-15 (S), SBA-15 (S1) (TMB), SBA-15 (S2), (TMB e NH4F) e SBA-15 (S3) (TMB, NH4F
e heptano) foram caracterizados por difragcdo de raios-X de baixo angulo (XRD), espectroscopia
ao infravermelho (IR), microscopia eletronica de transmissdo (TEM) e isotermas de
adsor¢ao/dessor¢ao de N> a 77 K. O comportamento da adsor¢ao de BSA, LYS e CEL, em
SBA-15 foi investigado utilizando ensaios em tanque agitado a 25 °C. S2 e S3 apresentaram
boa capacidade de adsorc¢do para todas as biomoléculas. Estes resultados podem ser explicados
pelo maior diametro de poro do adsorvente, o que facilita o acesso a essas biomoléculas dentro
desses poros. Todas as isotermas de adsorcdo de celulase apresentaram um comportamento
linear e o modelo de Henry se ajustou bem aos dados experimentais. A capacidade maxima de
adsor¢do da celulase em S2 foi de aproximadamente 250 mg/g para uma concentragdo em fase
liquida de 6 mg/mL. As isotermas de adsor¢do de BSA e LYS foram bem ajustadas pelo modelo

de Langmuir e a capacidade maxima de adsorc¢ao foi de 580 e 786 mg/g, respectivamente.

Palavras-chave: SBA-15. Agente expansor de poros. Adsor¢ao. Biomoléculas.
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1 INTRODUCAO

Desde os avancos causados pelos materiais da familia M41S (MCM-41, MCM-48
e MCM-50) reportados por investigadores da Mobil em 1992 (1), silicas mesoporosas
ordenadas tém atraido um interesse cientifico extraordindrio em diversos campos. Suas
excelentes caracteristicas estruturais incluem area superficial especifica elevada, bem como
diametro dos poros extremamente uniforme na faixa nanométrica, que pode ser adequado para
uma gama bastante ampla de aplica¢des. No entanto, os materiais M41S estdo limitados a um
tamanho méximo de poro de cerca de 8 nm (2). Por outro lado, um grupo da Universidade da
Califérnia sintetizou outros materiais mesoporosos denotados como Santa Barbara Amorfo
(SBA) (3) a partir de copolimeros tribloco como agente direcionador em condi¢des altamente
acidas. SBA-15 sdo materiais que apresentam estruturas de silica com didmetro de poros
cilindricos uniformes e arranjo hexagonal. Estes materiais apresentam uma elevada drea
superficial, semelhante a outras silicas mesoestructuradas hexagonais tais como MCM-41. No
entanto, a SBA-15 pode apresentar um tamanho de poro mais largo, entre 5 nm e 30 nm, bem
como uma espessura de parede mais elevada, em comparacdo com MCM-41, sendo superior a

esta em resisténcia térmica, mecanica e quimica.

O tamanho de poro da SBA-15 pode ser ajustado através do emprego de diferentes
agentes expansores de poros, que sdao incorporados as micelas surfactantes. Este é o primeiro
passo da sintese de tais materiais, com a penetracao do agente expansor no nicleo hidrofébico
das micelas do surfactante, aumentando a dimensdo dos poros da SBA-15 obtida. Neste sentido,
benzeno e compostos aromaticos tri-substituidos como 1,3,5-trimetilbenzeno (TMB), 1,3,5-
trietilbenzeno (TEB) ou 1,3,5-triisopropilbenzeno (TiPb) (4, 5), alcanos (6), aminas (7) ou uma
mistura de diferentes agentes expansores (8) t€m sido reportados com o intuito de alterar o

tamanho do poro com sucesso.

A estrutura da SBA-15 normalmente apresenta canais de poros paralelos e longos.
Isto provoca difusdo molecular restrita através dos extensos canais e bloqueio de poros
eventualmente ocorre ao longo dos canais, sendo estas as principais preocupacdes quanto ao
uso da SBA-15 em adsorcado e catélise de moléculas volumosas. Neste sentido, recentes avancos
tém sido relatados para a sintese de SBA-15 mesoporosa com mesocanais mais curtos, na faixa
de comprimento de sub-microns, levando a formagao de mesoestruturas de SBA-15 em forma
de fibras (9), esferas (10), “nanorods” (11) e as plaquetas finas (12). Estas estruturas foram

conseguidas ao adicionar co-agentes tensoativos, co-solventes, eletrdlitos e organossilanos a
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solucdo de sintese. Da mesma forma, SBA-15 com morfologia cubéide ou flocos e mesocanais
na escala de sub-microns também foram obtidas por adi¢do de aditivos fluorados tais como
fluoreto de amonia (NH4F) a solugdo durante a sintese convencional de SBA-15 e alcanos de
cadeia longa, tais como heptano, octano e decano como co-solvente (12, 13). Sugeriu-se que os
co-solventes e agentes tensoativos de fluorocarbono envolvem as particulas de silica

mesoporosas e, assim, limitam a agregacao e alongamento dos mesocanais.

A SBA-15 foi testada com sucesso em uma variedade de aplicacdes tais como
catdlise (14), separacdo (15), deteccado quimica (16) e sistemas de liberagdo controlada de
medicamentos (17). Também tem sido utilizada na adsorcao/imobiliza¢do de biomoléculas, tais
como BSA (18), lisozima (19), mioglobina (20), lipase (21), celulase (22), citocromo C e

xilanase (23).

As enzimas ou proteinas podem ser imobilizadas em matrizes solidas por
reticulagdo, ligacdo covalente, aprisionamento e adsorcdo fisica. Este ultimo método é o mais
adequado para fins de separagcdo/recuperacdo, uma vez que normalmente ndo afeta a natureza
da enzima/proteina e € um procedimento experimental relativamente simples (24, 25). Quando
a adsorc¢ao fisica é usada, os grupos NH> e C = O das proteinas geralmente interagem com o0s
grupos silandis do suporte de silica. No entanto, esta interacdo deve ser ajustdvel para ser
irreversivel (nos casos de imobiliza¢do) ou reversivel para permitir a lixiviacdo e a recuperagao
da proteina sob diferentes valores de pH e forca idnica. Neste sentido, diversos estudos
demonstraram o efeito do pH e da forca idnica na capacidade de adsor¢ao de diversos tipos de
adsorventes (26, 27). Normalmente, a capacidade maxima de adsor¢@o ocorre perto do ponto

isoelétrico (pl) das biomoléculas (28-30).

A adsorcao fisica de proteinas pode ser aumentada se o diametro dos poros do
suporte mesoporoso estiver proximo do tamanho da proteina (21). Nao s6 o diametro dos poros,
mas também o ordenamento dos poros pode interferir na adsor¢do de biomoléculas. Isto foi
recentemente demonstrado por Santos et al. (27). Estes autores usaram SBA-15 (sintetizado por
vias hidrotérmica e sol-gel) e SBA-16 (preparada pelo método hidrotérmico) na adsorc¢ao de
albumina de soro bovino (BSA), lisozima (LYS) e celulase (CEL). A SBA-15 sintetizada
hidrotermicamente apresentou propriedades texturais superiores (tamanho dos poros e do
volume especifico de poros) e mostrou a maior capacidade de adsorcao tanto para a BSA (317
mg/g) quanto para LYS (636 mg/g), mesmo com o arranjo hexagonal de poros mal ordenado.

Por outro lado, a SBA-15 sintetizada pelo método sol-gel mostrou uma maior capacidade de
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adsorc¢do de celulase (957 mg/g) em comparacdo com os outros materiais. Este adsorvente ndo
s6 foi o material com melhor arranjo mesoscopico de poro, mas também exibiu uma distribuicao
de tamanho de poro mais estreita em comparagao com os outros adsorventes, 0 que sugere que
a celulase parece ser mais densamente empacotada em SBA-15 com canais ordenados e longos
e tamanho de poro suficientemente largo. Em relacdo a SBA-16, as capacidades de adsorcao
mais baixas eram esperadas para todas as biomoléculas estudadas, devido a natureza da sua
propria estrutura, uma vez que apresenta uma estrutura cibica de face centrada ligada por poros

estreitos.

Diante do exposto, o objetivo do presente estudo foi a sintese de silicas mesoporosas
do tipo SBA-15 variando o tamanho de poros e o comprimento de seus canais. O tamanho do
poro foi aumentado usando TMB como agente de inchamento e o comprimento do poro foi
modificado pela adi¢do de heptano e NH4F. Estes materiais foram caracterizados por difracao
de raios-X a baixo angulo (XRD), espectroscopia de infravermelho (IR), microscopia eletronica
de transmissdo (TEM), e isoterma de adsorcao/dessorcdo de N2 a 77 K. Os ensaios de adsor¢ao
com a BSA, LYS e CEL foram realizados em sistema descontinuo para avaliar a capacidade de

adsor¢do destes materiais.

2 PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Reagentes

Os reagentes utilizados para preparar a SBA-15 foram o copolimero tribloco
Plurénico P123 (PEO20PPO70PEO20 =~ PM 5800) (Aldrich, EUA), tetraetoxisilano (TEOS
98%) (Aldrich, EUA) e acido cloridrico (HCI a 37%) (VWR, EUA). A fim de aumentar o
volume do poro foi utilizado 1,3,5-trimetilbenzeno (TMB) (Aldrich, EUA). O comprimento do
poro foi modificado com NH4F (Vetec, Brasil) e heptano (99,9%) (Aldrich, EUA). As
biomoléculas empregadas nos ensaios de adsor¢do em tanque agitado foram BSA (INLAB,
Brasil), LYS (Aldrich, EUA) e CEL de Aspergillus niger (Aldrich, EUA). Todos os produtos
quimicos foram utilizados como recebidos, sem qualquer purificagdo adicional. Os gases

utilizados foram He (Ar Liquido, 99,999%, Franca) e N> (Ar Liquido 99,9999%, Franca).
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2.2 Sintese de suportes mesostruturados

2.2.1 Sintese de SBA-15 com didmetro de poro médio e canais longos

A SBA-15 com diametro de poro médio (3 < Dp < 8 nm) e com uma morfologia de
particula convencional foi preparada através do ajuste da temperatura do tratamento
hidrotérmico, tal como descrito por Fulvio et al. (31). P123 foi dissolvido em 1,7 M HCI (aq.)
a 313 K e depois TEOS foi adicionado gota a gota. A composi¢ao molar final do gel de sintese
foi 1 P123 : 55 SiO2: 350 HC1 : 11100 H20. A suspensao resultante foi agitada a 313 K durante
24 h e, em seguida, transferida para uma autoclave revestida de Teflon, onde foi tratada
hidrotermicamente a 393K durante 72 h. Os sélidos resultantes foram entdo filtrados, lavados
com 4gua destilada e secos a 333 K por uma noite antes de serem calcinados. Este material foi

referido como S.

2.2.2 Sintese de SBA-15 com poro largo e canais longos

SBA-15 com poro largo (Dp > 8 nm) e canal longo foi sintetizada por modificacao
da sintese hidrotérmica descrita por Fulvio et al. (31). P123 foi dissolvido em 1,7 M HCI (aq.)
a 313 K, e, em seguida, adicionou-se TMB como agente para aumentar o tamanho dos poros e
manteve-se a solucdo sob agitacdo até tornar-se transparente. Apdés 30 min, TEOS foi
adicionado gota a gota. A razdo molar final no gel de sintese foi 1 P123 : 55 SiO, : 48 TMB :
350 HCI : 11100 H20. A suspensao resultante foi agitada a 313 K durante 24 h e, em seguida,
transferida para uma autoclave revestida de Teflon, onde foi tratada hidrotermicamente a 393K
durante 72 h. O sélido resultante foi entdo filtrado, lavado com dgua destilada e seco a 333 K

por uma noite antes de serem calcinados. Este material foi referido como S1.

2.2.3 Sintese SBA-15 com poros largos e canais curtos

SBA-15 com poros largos e comprimento curto dos canais foi preparada de acordo
com o método de emulsdo dgua-alcano proposto por Zhang et al. (13). Alguns investigadores
tém sugerido que o fluoreto de amonio atua como um catalisador de hidrélise do precursor de
silicio (10, 32). Numa primeira sintese, P123 e NH4F foram dissolvidos em 1,7 M de HCI (aq.)

a 313K, e em seguida, adicionou-se TMB como agente de inchamento a solu¢do transparente
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para aumentar o tamanho dos poros. Apds 30 min, TEOS foi adicionado gota a gota. As razdes
molares finais no gel de sintese foram 1 P123 : 55 Si0,:48 TMB : 350 HCI : 1,8 NH4F : 11100
H>0. A suspensao resultante foi agitada a 313 K durante 24 h e, em seguida, foi tratada
hidrotermicamente a 393K durante 72 h. Os s6lidos foram, em seguida, filtrados, lavados com
dgua destilada e secos a 333 K por uma noite antes de serem calcinados. Este material foi

referido como S2.

Numa segunda sintese, P123 e NH4F foram dissolvidos em 1,7 M de HCI (aq.) a
313K. Por sua vez, TEOS foi pré-misturado com heptano, adicionado gota a gota a solucao
transparente e agitado durante 24 h a mesma temperatura. As razdes molares finais no gel de
sintese foram 1 P123 : 55 Si0; : 350 HCI : 1,8 NH4F : 235 heptano : 11100 H20O. A suspensao
branca resultante foi entdo transferida para uma autoclave onde foi tratada hidrotermicamente
a 373 K durante 72 h. O s6lido foi finalmente filtrado, lavado com 4dgua destilada e seco a 333

K por uma noite, antes de serem calcinados. Este material foi referido como S3.

Todos os materiais foram calcinados a 823 K, com uma taxa de aquecimento de 1

K por minuto, durante 6 h. A Tabela 4.1 resume os quatro materiais sintetizados.

Tabela 4. 1 — Sumdrio das silicas mesoporosas sintetizadas.
Cddigo da

amostra

Composi¢ao molar do gel de sintese Caracteristicas desejadas*

Poro médio | S )
S 1P123:55S10,:350HC1:11100H.O 7
Canal longo

Poro largo [ S1 A
S1 1P123:55S510,:48TMB:350HCI:11100H,O L

Canal longo

A

Poro largo ' S2

S2 1P123:55S10,:48TMB:350HCI:1,8NH4F:11100H,O g \ (
Canal curto

3 1P123:55 Si02:350 Porolargo  [ag| |
HCI: 1,8NH,F:235heptano: 11 100H0 Canalcurto o

*Poro médio: 3 < Dp < 8 nm; Poro largo: Dp > 8 nm; Canais longos: L > 1 um; Canais curto: L < 1 pm.
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2.3 Técnicas de caracterizacao

Medidas de adsorc¢ao/dessor¢do de N> a 77 K foram realizados utilizando um
equipamento de adsor¢cao volumétrica (AUTOSORB-1MP, Quantachrome instruments). A drea
de superficie especifica (Sger) das amostras foi calculada com o método Brunauer, Emmett e
Teller (33), utilizando os dados de adsorcdo na gama de pressdes relativas 0,05-0,18 para as
amostras SBA-15, onde as condi¢des de linearidade e consideragdes sobre o método foram
cumpridas (34). A distribui¢dio do tamanho dos poros e o volume total de poros foram
calculados a partir do ramo de dessorcao das isotermas usando a Nonlocal Density Functional
Theory (NLDFT) (35). O volume total de poros também foi considerado experimentalmente
como o volume adsorvido em p/po = 0,95. Todas as amostras foram desgaseificadas a 473 K a

uma pressao de cerca de 2,7 Pa durante 6 h antes da andlise.

Difracdo de raios-X a baixo angulo (X) foi usada para identificar o ordenamento
dos sélidos mesoporosos sintetizados. Estes experimentos foram realizados em um X'Pert Pro
MPD difratobmetro automatizado equipado com um monocromador primédrio Ge (1 1 1)
(estritamente monocromadtica radiacdo Cu-Ka) e um detector X'Celerator. As medi¢des foram

obtidas para 26 variando de 1-10 °.

Para investigar as bandas caracteristicas dos grupos silandis presentes na superficie
de SBA-15 e dos grupamentos amidas presentes na estrutura da celulase, foi utilizada a técnica
da espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) utilizando um
espectrofotometro Varian 3100 equipado com uma célula DRIFT. A amostra foi moida em
conjunto com KBr (90, p.%) até a obtencdao de uma mistura sélida homogénea a qual foi

transferida para a célula DRIFT para sé entdo efetuar a leitura.

A microscopia eletronica de transmissao (TEM) das amostras de adsorventes foram
obtidos usando um microscépio Philips CCCM 200 SuperTwin-DX4. As amostras foram
dispersas em etanol e uma gota de suspensdo foi colocada sobre uma grelha de cobre (300

mesh).
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2.4 Experimentos de adsorcao de biomoléculas

Experimentos de adsor¢do em tanques agitados foram realizados colocando em
contato 25 mg de adsorvente (S, S1, S2 e S3) com 5,0 mL de uma solu¢@o tampao apropriada
contendo a biomolécula e submetidos a agitacdo em um shaker (Julabo, modelo SW 22). Em

cada frasco foi adicionada uma esfera de vidro para aumentar a efici€éncia da agitacao.

Para as medidas de cinética de adsorcao, a concentragao inicial utilizada foi de 1,0
mg/mL em tampao acetato S0 mmol/L (pH = 4,8) para BSA; 3,0 mg/mL em tampao de
bicarbonato de sédio 25 mmol/L (pH = 10,6) para LYS e 3,0 mg/mL em tampao de acetato 50
mmol/L (pH = 4,0) para CEL por um periodo maximo de 8h. Os pHs das solucdes tampao
foram os mesmos previamente testados por Santos et al. (27). As amostras foram coletadas a
partir da fase liquida em intervalos de tempo pré-determinados e as concentracdes de BSA,
LYS e CEL foram monitoradas por espectrofotometro na regido do UV-visivel utilizando o
comprimento de onda de 280 nm. Os dados de absorbancia foram convertidos para

concentracdo, a fim de se obter a variacdo da concentracao adsorvida com o tempo.

Para a medi¢dao das isotermas de adsorcao, diferentes concentragdes iniciais de
biomoléculas (BSA 1,0 a 15 mg/mL; LYS 1,0 a 10 mg/mL e CEL 1.0 a 7,0 mg/mL) com pH
fixo foram colocadas em contato com quantidades conhecidas de adsorvente por tempo
suficiente para assegurar o equilibrio. Em todas as experiéncias, apds o tempo de contato,
aliquotas foram coletadas e centrifugadas, antes de analisar a concentracdo da biomolécula. A
absorbancia de cada solucdo foi medida antes e apds o contato com o adsorvente em um
espectrofotometro modelo UV-1800P UV-visivel Shimadzu a um comprimento de onda de 280
nm. A partir de uma curva de calibracdo previamente construida, os valores das absorbancias

foram convertidos a concentragao.

A concentracdo de cada biomolécula adsorvida foi calculada usando um balango de

massa simples, de acordo com a Equagao 1:

vV \C,—C
q: ml( 0 eq) (1)

mads
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onde q € a quantidade adsorvida por grama de adsorvente (mg/g); Vo representa o volume de
solucdo contendo a biomolécula (tipicamente 5 mL); C, a concentracdo inicial da solucao
adicionada ao frasco (mg/mL); C., € a concentracao no equilibrio (mg/mL) e maqs € a massa de

adsorvente (tipicamente 25 mg).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao

A Figura 4.1 mostra os padrdes de difracdo de raios-X em 26 entre 0,5° e 10° para
as quatro silicas sintetizadas. A SBA-15 (S) mostra um padrio tipico de XRD de uma rede
ordenada de mesoporos com trés picos de reflexdes (100), (110) e (200) com uma ordem de
longo alcance, caracterizando assim uma estrutura mesoporosa ordenada P6mm com simetria
hexagonal (36). No caso do S1, a adicdo do agente de inchamento durante a sintese provoca a
diminui¢do do pico de difracdao (100) e leva a auséncia dos picos de reflexdes (110) e (200),
sugerindo que a adi¢do de TMB da origem a materiais menos ordenados, o que € confirmado
por imagens TEM (Figura 4.2). Neste sentido, Nguyen et al. (37) postularam que a expansao
do tamanho de poro pode ser explicado pela interacdo entre TMB e o copolimero tribloco, o
que aumenta o volume do molde hidrofébico produzindo uma perda da ordem de longo alcance.
No que diz respeito as amostras sintetizadas com fluoreto S2 e S3, diversos investigadores
verificaram que a presenga de fluoreto limita o crescimento e a agregacdo dos mesocanais,
conduzindo a materiais com um comprimento menor de poros e uma ordem de longo alcance
também menor, o que € indicado pela diminui¢do drastica do pico de reflexao (100) (38). Isto
pode levar a separagao dos nds de favo de mel da tradicional SBA-15 para formar um material

mesocelular com um tamanho de poro maior, como mostram as imagens TEM (Figura 4.2).
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Figura 4. 1- Difratograma XRD obtido para SBA-15 sintetizada com e sem agente expansor de poros e calcinada
a550°C. (a) S, (b) S1, (c) S2 e (d) S3.
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Fonte: elaborado pelo autor

Figura 4. 2 — Micrografias TEM de SBA-15 (a) S, (b) S1, (c) S2 e (d) S3. As imagens menores em (a) e (b)
mostram uma visdo transversal dos canais, demonstrando seu comprimento.
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Fonte: elaborado pelo autor

A Figura 4.3 apresenta as isotermas de adsorcdo/dessor¢do de Nz a 77 K e as
propriedades texturais das amostras de SBA-15 sintetizadas estdo resumidas na Tabela 4.2. A
SBA-15 obtida por via hidrotérmica tradicional (S) apresenta maior area superficial Sgerdevido
a estrutura bem ordenada e aos longos mesocanais dispostos sob a forma de favo de mel (Figura
4.2a). As amostras S e S1 apresentam isotermas de adsorcdo do tipo IV, de acordo com a
classificacdo IUPAC, com lagos de histerese bem caracterizados e indicativos de mesoporos
em formato aproximadamente cilindrico (39). Os ramos de adsor¢do e dessorcao da amostra S
foram localizados a pressoes relativas na gama 0,7-0,95. Quando TMB ¢ adicionado (S1), a
histerese € ligeiramente deslocada para p/po superiores, o que indica um aumento do tamanho
dos poros devido a introducdo do agente de expansao sobre o nicleo hidrofilico. O aumento do
tamanho da micela surfactante modifica o empacotamento do favo de mel tipico da SBA-15
hidrotérmica, como foi mostrado no DRX e nas micrografias de TEM (Figuras 4.1 € 4.2), o que
conduz a uma estrutura menos definida com uma menor drea Sger. A distribui¢do de tamanho
de poros obtida por DFT (Figura 4.3 b.1) para estas duas amostras confirma uma distribui¢ao

relativamente estreita de tamanho de poros e a eficicia do TMB como agente expansor.

As isotermas das amostras S2 e S3, obtidas mediante adi¢ao de fluoreto de amonio,
se assemelham a uma isoterma do tipo II, exibindo uma histerese menos definida e localizada
a valores de p/po superiores aos das amostras S e S1. Esta histerese menos definida ¢é
provavelmente devida ao menor comprimento dos canais observado nas imagens TEM (Figs.
4.2 c e d), que leva os processos de condensagdo capilar e evapora¢do a ocorrerem a pressoes

relativas mais proximas. A distribuicdo de tamanho de poros destas amostras (Figura 4.3 b.2)
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revela uma ampla variedade de tamanhos de poros presentes em valores bastante superiores
aqueles obtidos na auséncia de fluoreto (S e S1). O aumento do tamanho de poros em uma
ampla faixa estd relacionado a uma estrutura bem menos definida, como revelado pelo XRD e
nas imagens TEM, e conduz a menores valores de Sget. Note que os picos observados na Figura
4.3 (b.2) para tamanhos de poros acima de 50 nm se situam na faixa dos macroporos e

provavelmente correspondem aos espacos interparticulares das amostras S2 e S3.

Figura 4. 3 — Isoterma de adsorcio/desor¢do de N> a 77 K (a) e distribui¢do de didmetro de poros por NLDFT (b)
para SBA-15(m)S,(0)S1,(A)S2e(®)S3ecalcinada a 550 °C.

(a)

3
Va i (cm’/g)

0,10

| (b.1)

0,08

=

o

N
1

dV/dw (cm’/g)
o
2

=

=

[\S)
1

oy
il Thikyyasaya, AL\ AL T,
@) o ZIIINYYVYY vy v

I i vy
X 1€€¢€68608 00009 999:0:0.0.0.0.0:0:0:0.0:0:0:020:0)

N

=

o

(=)
1

Diametro de poros (nm)
Fonte: elaborado pelo autor.
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Tabela 4. 2 — Parametros estruturais das amostras de SBA-15 sintetizadas.

Amostra Seer (m?.g")  Dp(mm)pm Vi (cm’.gprr Ve (cm’.g ™) 095
S 730 9,8 1,52 1,33
S1 579 11,7 2,13 1,48
S2 503 19,2 2,49 1,26
S3 487 17,3 3,12 1,33

S = SBA-15; S1 = SBA-15/TMB; S2 = SBA-15/TMB_NH4F e S3 = SBA-15/NH4F_heptano.

A fim de verificar as ligagdes quimicas presentes na estrutura quimica das SBA-15
sintetizadas, andlises espectroscopicas no infravermelho (FTIR) foram realizadas, cujos
resultados sdo mostrados na Figura 4.4 no intervalo de 4000-400 cm™!. Os espectros de FTIR
para as amostras sdo tipicamente dominados pelo estiramento assimétrico da ligagdo Si-O-Si
em 1054 cm™!, com um ombro em 1160 cm!, que mostram a existéncia de uma rede densa de
silica, em que os dtomos de oxigénio desempenham o papel de pontes entre dois d&tomos de
silicio. As vibragdes de alongamento simétrico ocorrem a 805 cm™! e s3o atribuidos ao modo de
dobragem de Si-O-Si. A banda a 960 cm™ pode ser atribuida ao Si-O em plano e vibracdes de
estiramento dos grupos silanol Si-OH gerados pela presenca dos sitios de defeito (40). A banda
de baixa energia a 560 cm™! é atribuida ao alongamento Si-O referente aos defeitos de rede de
SiOz (41). As bandas no intervalo de 3740-3415 cm’! foram atribuidas & sobreposicdio das
bandas O-H de moléculas de dgua (H-O-H) e os silandis de superficie ligados ao hidrogénio
molecular da 4gua (SiO-O---H,0) (42, 43). A banda de vibragdo com pico em 1631 cm™! foi

atribuida a vibracdes de alongamento H-O-H (40).
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Figura 4.4 - Comparacao dos espectros FTIR de SBA-15 (S), SBA-15/TMB (S1), SBA-15/TMB_NH4F (S2) e
SBA-15/NH4F_heptano (S3).

Absorbancia (u.a.)

S3

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Nimero de onda (cm™)

Fonte: elaborado pelo autor.

O ponto de carga zero ou pHz,c € um pardmetro que indica o valor de pH no qual
um determinado s6lido apresenta carga igual a zero em sua superficie. Este parametro é
importante porque permite prever a carga na superficie do adsorvente em funcdo do pH. O
resultado encontrado para os adsorventes S, S1, S2 e S3 estdo apresentados na Figura 4.5.
Observa-se que todos os materiais apresentam um comportamento similar, localizando-se o
ponto de carga zero em torno de 5,0. Este valor € coerente com o fato das quatro amostras nao
possuirem heterodtomos na sua estrutura, portanto sua acidez superficial € fraca e

eminentemente devida a presenca dos grupos silandis.
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Figura 4.5 — Teste de suspensdo para determinar o pH do ponto de carga zero dos adsorventes mesoporosos ( m )

S,(0)S1,(A)S2e (e®)S3 pelo método de variagdo de pH. ( - ) pHr= pH..

4-_ /g§

>

3.2 - Resultados de adsorcao em tanques agitados

As curvas de adsorcdo para CEL, LYS e BSA nas amostras S, S1, S2 e S3 em
funcdo do tempo s@o mostrados na Figura 4.6 em termos da aproximacao fracional ao equilibrio.
De acordo com estes resultados, € possivel observar que ndo hé diferencgas significativas na
cinética de adsorcdo da CEL e LYS nas quatro amostras de SBA-15. Isto provavelmente se
deve ao fato destas biomoléculas serem pequenas o suficiente para nao sofrerem restri¢cdes
difusivas em materiais ordenados ou nao-ordenados. Por outro lado, no caso da BSA, observa-
se uma cinética de adsorcdo notavelmente mais rdpida para a amostra S3. Esta amostra
apresenta uma ampla faixa de distribui¢do de tamanho de poros acima dos 10 nm (ver Fig. 4.3
b2), além dos canais curtos ou dispostos sem ordenamento de longo alcance (ver Fig. 4.2d). Em
contrapartida, a amostra S2, apesar de possuir o maior didmetro médio de poros, exibe um
volume significativo de poros com didmetro entre 3 e 6 nm, o que pode representar restricoes a
difusdo das biomoléculas. De fato, em todas as curvas apresentadas nas Figuras 4.6, esta
amostra tende a exibir a cinética mais lenta. Todas as demais amostras, particularmente a S e
SO equilibrio foi atingido em cerca de 360 minutos (6 horas) para BSA para todos os

adsorventes (exceto S2, com tempo de equilibrio de 60 minutos) e em 240 minutos (4 horas)
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para LYS e CEL. Esta informacdo € util para o conhecimento do tempo de contato necessario

para ser estabelecido o equilibrio de adsorcao.

Figura 4. 6 — Cinética de adsor¢do de CEL (a), LYS (b) e BSA (c) nos adsorventes (m) S, (0 )S1,(A)S2e(e®

) S3 a 25°C.
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Fonte: elaborado pelo autor.

As isotermas de adsor¢do de CEL nos adsorventes S, S1, S2 e S3 a pH 4.0 sdo
mostradas na Figura 4.7. A celulase apresentou um comportamento de adsorc¢do linear para

todas as SBAs e a lei de Henry se ajustou bem aos dados experimentais (Equagao 2):

q =k,.C,
(2)
onde ky € constante de Henry (mL/g), g (mg/g) € a concentrac@o de soluto na fase sélida em
equilibrio com C,4 que € a concentracdo da fase liquida (mg/mL). As constantes de Henry estio
resumidas na Tabela 4. 3. De acordo com os resultados, as constantes de Henry (k) indicam

uma afinidade mais alta de CEL pela amostra S2, em comparagdo com o0s outros adsorventes.
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Figura 4. 7 — Isoterma de adsor¢do de celulase nos adsorventes (m ) S, (0 ) S1, (A ) S2 e ( @) S3. Linhas sélidas
representam o modelo de Henry. Condicdes experimentais: T = 25 °C; tampdo acetato 50 mmol/L e pH = 4,0;
Tempo de contato: 6 h.

Ceq (mg/mL)

Fonte: elaborado pelo autor.

Tabela 4. 3 — Pardmetros da equacdo de Henry para adsor¢do de celulase em silica mesoporosa.

SBA-15 kux SD (mL/g) R?
S 30,07 £ 0,62 0,9908
S1 32,89 £0,58 0,9923
S2 38,11 £ 0,62 0,9942
S3 34,34 £ 0,41 0,9967

S = SBA-15; S1 = SBA-15/TMB; S2 = SBA-15/TMB_NH4F e S3 = SBA-15/NH4F_heptano.

As Figuras 4.7 e 4.8 mostram as isotermas de adsor¢do de BSA e LYS,
respectivamente, para os adsorventes S, S1, S2 e S3. As equacdes de Langmuir (L) e Langmuir-
Freundlich (LF) foram utilizadas para descrever os dados de equilibrio de adsorcao obtidos. O
modelo de Langmuir, descrito abaixo pela Equagdo 3, assume que a adsor¢do ocorre em uma
monocamanda, uma molécula sendo adsorvida por cada sitio e que os sitios possuem a mesma
energia de ligacao (superficie homogénea), ndo havendo interacdes entre as moléculas vizinhas

(interagdo adsorbato-adsorbato). A equagdo de Langmuir € descrita como:
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qmdx (k Ceq )

3
1+k,C, ©)

onde g € a quantidade de proteina adsorvida por unidade de massa (mg/g), Ce, € a concentracdo
de proteina na fase liquida no equilibrio de adsor¢do (mg/mL), k.. € a constante de dissociac@o
de Langmuir (mL/mg) que esta relacionado com a energia de adsor¢ao e o gmax € a capacidade

maxima de saturacao por unidade de peso (mg/g).

Ao contrdrio da equagdo de Langmuir, a equagdo de Langmuir-Freundlich assume

que a superficie do adsorvente é nao-homogénea, sendo descrita de acordo com a Equagao 4:

qmax (kLF y’

4
14k, C, ) @)

onde g € a quantidade de proteina adsorvida por unidade de massa (mg/g), Ce, € a concentracdo

de proteina na fase liquida no equilibrio de adsor¢do (mg/mL), krr (mL/mg)'’® é a constante de
Langmuir-Freundlich relacionada com a energia de adsorcdao, b € a constante de

heterogeneidade de Langmuir-Freundlich.

Os parametros estimados destes modelos de isotermas s@o mostrados na Tabela 4.4
e 5.5. A partir destes dados, pode-se observar que o adsorvente S2 apresentou maior capacidade
de adsorc¢do tanto para BSA quanto para LYS. Pode ser observado na Tabela 4.4, que embora
modelo LF tenha se ajustado bem aos dados experimentais de adsor¢cdo de BSA, ndo tem
nenhum valor estatistico confidvel, uma vez que os erros sdo da mesma ordem de grandeza dos

parametros e em alguns casos superiores.
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Figura 4. 8 — Isoterma de adsor¢do de BSA nos adsorventes (m) S, (0 ) S1,(A)S2e (®)S3. Linha sélida (—)
representa 0 modelo de Langmuir, linha tracejada (--) representa o modelo de Langmuir-Freundlich. Condicdes

experimentais: T = 25 °C; tampao acetato 50 mmol/L e pH = 4,8; tempo de contato: 24 h).

600

500+

Ceq (mg/mL)

Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 4. 9 — Isoterma de adsorcdo de LYS nos adsorventes (m ) S, (0 ) S1, (A) S2 e ( @) S3. Linhas sélidas
(—) representam o modelo de Langmuir, linhas tracejadas (--) representam o modelo de Langmuir-Freundlich.

Condig¢des experimentais: T =25 °C; tampao acetato 50 mmol/L e pH = 4,8; tempo de contato: 24 h).
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Tabela 4. 4 — ParAmetros das equagdes de Langmuir e de Langmuir-Freundlich para adsor¢do de BSA em silicas
mesoporosas.

Parametros
SBA-15 Modelo kr(mL/mg), R?
Gmar (mg.g™") "
krr(mL/mg)

Langmuir 140,8 + 5,1 20,5+ 6,9 - 0,9682

> LF* 237,71 £ 155,00 1,34+ 10,10 0,18+ 0,13 0,9947
Langmuir 348,4 £ 19,3 52+1,6 - 0,9562

> LF* 372,29 £4394  426+231 0,74 +£0,23 0,9499
. Langmuir 580,5 + 18,1 6,8+ 1,5 0,9843
LF* 579,83 £27,18 6,76 + 1,80 1,01 £0,23 0,9780

Langmuir 475,3 + 19,1 44,0 + 13,3 - 0,9633

> LF* 57343 £91,55 8,98 +10,20 0,44 £0,13 0,9755

S = SBA-15; S1 = SBA-15/TMB; S2 = SBA-15/TMB_NH4F e S3 = SBA-15/NH4F_heptano. * Langmuir-
Freundlich

Tabela 4. 5 — ParAmetros das equacdes de Langmuir e de Langmuir-Freundlich para adsor¢cdo de LYS em silicas
mesoporosas.

Parametros
SBA-15 Modelo kr(mL/mg), R?
Gmax (mg.g"™") 0 b
krr(mL/mg)
Langmuir 195,5+5,7 17,8 £3,9 - 0,9826
> LF* 203,71 + 10,70 16,86+ 4,45 0,73+ 0,19 0,9832
Langmuir 278,5+9,1 10,5+ 1,9 - 0,9827
> LF* 266,12 £7,19 11,80 + 1,03 1,97 £0,52 0,9839
Langmuir 786,0 + 1,9 69+1,5 - 0,9728
> LF* 724,71 £19.97 12,48 £0,83 3,27 +£0,84 0,9683
Langmuir 467,0 + 13,6 18,2 + 3,8 - 0,9837
> LF* 510,75 £12,70 11,53 £ 1,67 0,64 £ 0,05 0,9976

S = SBA-15; S1 = SBA-15/TMB; S2 = SBA-15/TMB_NH4F e S3 = SBA-15/NH4F_heptano. * Langmuir-
Freundlich.

A capacidade mixima de adsor¢do de BSA em S2 foi de aproximadamente 581
mg/g, enquanto que para S, S1 e S3 foi de 141 mg/g, 348 mg/g e 475 mg/g, respectivamente.

Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados por outros autores (ver Tabela 4.6). No caso
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de LYS, a capacidade maxima de equilibrio de adsor¢dao em S2 foi de aproximadamente 785
mg/g, enquanto que para S, S1 e S3 foi de 196 mg/g, 279 mg/g e 465 mg/g respectivamente.
Os resultados situam-se na mesma ordem de grandeza dos reportados na literatura (29, 44, 45)
para este tipo de material, como se observa na Tabela 4.7. Além disso, as amostras obtidas neste
trabalho apresentam uma boa capacidade de adsorcdo de lisozima em comparagdo com outros
adsorventes, tais como MCM-41 (29, 46), carbonos mesoporosos (47) e MCF (48). Os dados
de adsor¢ao sugerem uma correlagdo estreita entre a dimensao dos poros do adsorvente e a
capacidade de adsor¢do. Neste sentido, S2 apresentou as maiores capacidades de adsor¢ao para
todas as biomoléculas estudadas devido ao maior tamanho de poro de 18,1 nm, apesar do baixo
ordenamento do adsorvente mesoestruturado. Além disso, a adi¢do das espécies de fluoreto
durante a sintese diminuiu o comprimento de poro, aumentando a capacidade de adsorcdo
devido aos canais mais curtos, minimiza um eventual bloqueio dos poros ao longo desses canais
por adsorcdo de moléculas volumosas. A dimensdo molecular dessas biomoléculas desempenha
um papel importante na adsor¢@o. A celulase é um conjunto de trés enzimas (celobiohidrolase,
endobeta-1,4-glucanase, e beta-glicosidase ou celobiase) e pode ser encontrado sob uma forma
esférica (2,4-7,4 nm de diametro) ou forma elipsoidal (1,3 x 7,9 nm a 4,2 x 25,2 nm) (22). Para
o caso de BSA e LYS, estas biomoléculas sdo reportadas como proteinas globulares e as suas
dimensdes sa3o0 4 nm x 4 nm x 14 nm e 3 nm x 3 nm 4,5 nm, respectivamente (18). Os tamanhos
de poro presentes nas amostras S2 e S3 (Figura 4.3 b2) situam-se numa ampla faixa e
majoritariamente em valores mais elevados do que as dimensdes das biomoléculas modelo
estudadas. Além disso, a presenca dos canais de comprimento menor, com grandes volumes de
espaco interparticular indica que a adsor¢do das biomoléculas pode estar localizada tanto na
superficie do adsorvente quanto no interior da estrutura porosa. No caso de materiais
mesoestruturados com um tamanho de poro menor, tais como S e S1, as biomoléculas
volumosas provavelmente ndo tem acesso aos canais em toda a sua extensdo, tendo lugar a
adsorc¢do principalmente na superficie mais externa do adsorvente diminuindo a capacidade de

adsor¢do, como mostrado na Figura 4.7-4.9 e Tabela 4.3-4.5.
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Tabela 4.6 — Comparacdo entre a quantidade adsorvida de BSA em SBA-15 e suas caracteristicas texturais

reportado neste trabalho e em outros da literatura.

Tempo de Diametro de poros Gmax
Amostra Referéncia
envelhecimento (h) (nm) (mg/g)
72 5,6 141 Este trabalho
* 9,1 65 27)
SBA-15 24 3,5 60 (37
* 4,0 < 100 (49)
* 8,0 <100 (49)
SBA-15/ NH4F e
48 16,7 329 27)
octano
72 10,6 348 Este trabalho
72 14,5 210 (37
SBA-15/TMB
144 16,7 590 (37)
* 24,0 > 450 (49)
72 18,1 581 Este trabalho
SBA-15/TMB e 30 10,1 51 (18)
NH4F 30 13,2 257 (18)
30 15,4 674 (18)
SBA-15/APTES 144 18,8 300 (37)

*Sintetizado por via sol-gel.

Sandra Maria Lopes dos Santos, setembro de 2013



Capitulo 4 — SBA-15 com diferentes tamanhos de poros. | 100

Tabela 4. 7 - Comparacdo entre a quantidade adsorvida de LYS em SBA-15 e suas caracteristicas texturais

reportado neste trabalho e em outros da literatura.

Amostra Tempo de Diametro de poros Gmax Referéncia
envelhecimento (h) (nm) (mg/g)

SBA-15 72 5.6 196 Este trabalho

72 10.6 279 Este trabalho
SBA-15/ TMB 72 8.6 676 (19)
* 24 > 350 (49)

72 18.1 786 Este trabalho
SBA-15/TMB 30 10.1 1120 (18)
e NH4F 30 13.2 1401 (18)
30 15.4 2161 (18)
AISBA-15 ok 9.1 680 (29)

* Sintetizado por rota sol-gel; ** Dado néo informado pelo autor.

Tendo em vista a dificuldade de encontrar dados na literatura sobre a adsorcao de
celulase em silicas mesoporosas, foram realizados alguns experimentos nos adsorventes depois
do contato com a referida enzima. O espectro FTIR de SBA-15 (S), SBA-15/TMB (S1), SBA-
15/TMB_NHA4F (S2) e SBA-15/NH4F_heptano (S3) em KBr foi realizado para ver se depois
do contato a celulase ficava retida na parede das silicas e os resultados estdo apresentados na
Figura 4.10. E possivel observar na celulase alguns picos especificos, sdo eles: 3340 cm™, 2913
cm’!, 1650 cm™'e 1530 cm™!. Note que em todas as amostras h4 um ligeiro alongamento da banda
de hidrogénio ligado por dlcool (OH) situada na vibragio em 3340 cm™! que pode ser devido a
sobreposicao de alongamento das vibra¢des de OH e NH. Antes do contato com a enzima, as
SBA-15 apresentavam um pico em 1630. Apds o contato com a referida enzima, ocorreu um
ligeiro deslocamento do pico para a esquerda. Na amostra que apresentou maior capacidade de
adsor¢do de celulase (S2) € possivel notar que este deslocamento é um pouco maior, acredito
que seja em fungdo da presenca de maior quantidade da enzima. As duas bandas 1640 cm™
(amida I) e 1530 cm™ (amida II) demonstram claramente a presenca da enzima adsorvida na

matriz.
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Figura 4.10 - Comparagdo do espectro FTIR de SBA-15 (S), SBA-15/TMB (S1), SBA-15/TMB_NH4F (S2) e

SBA-15/NH4F_heptano (S3) em KBr.
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A Tabela 4.8 apresenta as percentagens atdomicas de SBA-15 (S), SBA-15/TMB
(S1), SBA-15/TMB_NH4F (S2) e SBA-15/NH4F_heptano (S3) antes e depois do contato com
a CEL. E possivel notar a presenca de N1s em todas as amostras, porém a Amostra S2 que
apresentou maior capacidade de adsor¢ao nao foi a que apresentou maior quantidade de N, isto
pode ser justificado pelo fato desta técnica ser uma andlise de superficie, como a S2 apresenta
um poro maior, pode ser que parte da enzima adsorvida esteja localizada na superficie interna

na qual os raios-x nao podem alcangar.

Tabela 4.8 — Percentagens atomicas de SBA-15 (S), SBA-15/TMB (S1), SBA-15/TMB_NH4F (S2) e SBA-
15/NH4F _heptano (S3) antes e depois do contato com a CEL.

SBA-15 Cls (%) N1s (%) Ols (%) Si2p (%)
S 2,92 0,00 65,24 31.84
S _CEL 6,74 0,80 62,44 30,02
S1 2,14 0,00 65,60 32,26
S1_CEL 8,18 1,14 60,70 29,98
S2 2,90 0.00 66.50 30.60
S2_CEL 12,18 1,65 57,76 28,41
S3 1,49 0,00 65,41 33,10
S3_CEL 14,58 2,56 55,90 26,95
4 CONCLUSOES

A peneira molecular mesoporosa SBA-15 com diferentes tamanhos de poro foi
sintetizada com copolimero tribloco P123 como o agente estrutural, TMB e heptano como
agente expansor de poros e fluoreto para alterar o comprimento de poro, obtendo-se materiais

com diferentes texturas (didmetro de poros entre 9,8 nm e 19,2 nm) e ordenamento de poros.

Embora S2 e S3 exibam uma estrutura menos ordenada, do tipo MCF
(mesoestructured celular foam), ambos adsorventes apresentaram as maiores capacidades de
adsorc¢do para a celulase, lisozima e albumina de soro bovino. Os resultados obtidos podem ser

atribuidos ao maior diametro de poros, a uma faixa mais ampla de distribuicio destes tamanhos
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e aum menor comprimento dos poros do adsorvente, o que facilita o acesso dessas biomoléculas
volumosas ao interior e exterior (espaco interparticular) destes poros, € permite uma maior
capacidade de adsor¢do mediante a acomodacdo das biomoléculas na superficie interna e

externa da estrutura mesocelular.
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Capitulo 5
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ABSTRACT

Mesoporous silica SBA-15 and SBA-Zr-n (n = molar ratio Si/Zr ranging entity 5-15) were
synthesized by hydrothermal route with P123 triblock copolymer as structure directing agent,
TMB as swelling agent and different concentrations of Zr in order to assess whether the
increased acidity of the adsorbents have a positive influence on the adsorption capacity of BSA
and CEL. The adsorbents were characterized by isotherms of adsorption / desorption of N> at
77 K, transmission electron microscopy (TEM), X-ray diffraction (XRD), x-ray photoelectron
spectroscopy (XPS), temperature programmed desorption of ammonia (NH3-TPD) and point
of zero charge (pHpzc). The behavior of BSA and CEL adsorption in the different adsorbents
was investigated in tests using a stirred tank at 25 °C. The addition of zirconium in smaller
proportions (molar ratio Si/Zr = 15) matched the inclusion of pore expander (TMB) has led to
a material with randomly distributed structure mesocelular (MCF - mesoestructured cellular
foam) and a surface acidity moderate. In addition it was presented that the adsorbent higher
adsorption capacities for both biomolecules studied. In the case of BSA, assigns the superiority

of the sample Zr-SBA-15 effects the accessibility provided by its larger pore diameter, whereas
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the sample without pore expanded zirconium (S1) adsorbs almost the same as the samples more
acid and all have the same pore diameter. As for the case of the cellulase, the non-linearity of
the isotherms was much less pronounced than for BSA, which suggests that there is significant
crowding. The adsorption capacity for this enzyme appears to be related to the presence of a
weak to moderate surface acidity, because the samples Zr-SBA-15 and Zr-SBA-10 showed

similar adsorption equilibrium, despite their significantly different textural parameters.

Keywords: SBA-15. Pore-expanding agent. Adsorption. Acidity. Biomolecules.

RESUMO

Silicas mesoporosas do tipo SBA-15 e Zr-SBA-n (n = razao molar Si/Zr, variando ente 05 e 15)
foram sintetizadas por via hidrotérmica com copolimero tribloco P123 como o agente
direcionador de estrutura, TMB como agente expansor de poros e diferentes concentracdes de
Zr a fim de avaliar se o aumento da acidez dos adsorventes influenciaria positivamente na
capacidade de adsor¢ao de BSA e CEL. Os adsorventes foram caracterizados por isotermas de
adsor¢do/dessor¢dao de Nz a 77 K, microscopia eletronica de transmissao (TEM), difracdo de
raios-X (XRD), espectroscopia fotoeletronica de raios-x (XPS), dessor¢do a temperatura
programada de amoénia (TPD-NH3) e ponto de carga zero (pHpzc). O comportamento da
adsor¢do de BSA e CEL nos diferentes adsorventes foi investigado utilizando ensaios em
tanque agitado a 25 °C. A adicao de zirconio em menores proporgdes (razdo molar Si/Zr = 15)
combinado a inclusdo do expansor de poros (TMB) levou a um material com estrutura
mesocelular distribuida aleatoriamente (MCF — mesoestructured celular foam) e uma acidez
superficial moderada. Além disso, ele foi o adsorvente que apresentou mais altas capacidades
de adsorc¢do para as duas biomoléculas estudadas. No caso da BSA, atribui-se a superioridade
da amostra Zr-SBA-15 a efeitos de acessibilidade proporcionados pelo seu maior diametro de
poro, visto que a amostra de poros expandidos sem zirconio (S1) adsorve praticamente o0 mesmo
que as amostras mais dcidas e todas possuem o mesmo didmetro de poro. Ja para o caso da
celulase, a ndo-linearidade das isotermas foi bem menos pronunciada que para a BSA, o que
sugere que nao ha efeitos de exclusdao importantes. A capacidade de adsorcdo para esta enzima
parece estar relacionada a presenca de uma acidez superficial fraca a moderada, pois as
amostras Zr-SBA-15 e Zr-SBA-10 apresentaram equilibrio de adsor¢do similar, a despeito de

seus parametros texturais significativamente distintos.
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Palavras-chave: SBA-15. Agente expansor de poros. Adsor¢do. Acidez. Biomoléculas.

1 INTRODUCAO

Materiais a base de silica mesoporosa tém recebido muita atencdo devido ao seu
potencial de aplicacdo em troca idnica, refino de petréleo e petroquimica, catdlise e adsor¢ao,
entre outras (1-4). Dentre estes materiais, destaca-se a SBA-15, que foi reportada pela primeira
vez em 1998 por Zhao et al. (5). Trata-se de uma peneira molecular com mesoporos uniformes
formando uma estrutura hexagonal bidimensional obtida a partir da sintese em meio 4cido
utilizando copolimero tribloco anfifilico com blocos de poli (6xido de etileno) como agente

direcionador de estrutura (6).

A SBA-15 pode atingir maior espessura de parede quando comparada ao MCM-41,
o que confere ao primeiro material maior estabilidade hidrotérmica que o segundo. Além disso,
o tamanho dos poros da SBA-15 pode ser ajustado dependendo das condi¢des de sintese, o que
torna vantajoso usar este suporte mesoporoso em catdlise, separac@o e processos de adsorcao,
particularmente no caso de moléculas volumosas (dimensdes nanométricas). Neste sentido, é
particularmente interessante aumentar o didmetro dos poros por meio da adicdo de agentes
expansores de poros como 0s compostos aromaticos tri-substituidos (7, 8), alcanos (9) ou
aminas (10). Embora o uso de alguns alcanos como agentes expansores conduzam a uma
estrutura bem ordenada e nitida distribuicao de tamanhos de poro, compostos aromaticos tri-
substituidos mostram um aumento significativo do tamanho dos poros no SBA-15, sendo 1,3,5-

trimetilbenzeno (TMB) o composto mais comumente utilizado para expansao (7).

A fisissor¢dao ¢ dominada por forcas adsorvente-adsorbato fracas, ou seja, do tipo
van der Waals ou forcas de dispersdo. E mostrado em alguns estudos que as proteinas tendem
a ser mais fortemente adsorvidas quando interacOes eletrostaticas entre a superficie do suporte
e a proteina t€m lugar. Neste sentido, a afinidade adsorvente-adsorbato pode ser aumentada por
meio da incorporacdo de heterodtomos tais como zirconio (Zr), titdnio (Ti) ou aluminio (Al) na
estrutura da silica. De igual modo, a presenca de heterodtomos na silica mesoporosa pode
melhorar a estabilidade térmica e as propriedades texturais, além de conduzir a materiais
mesoporosos com diferentes funcionalidades na superficie (11). Assim, em processos de

catélise ou adsorg¢do, a silica mesoporosa SBA-15 pura costuma exibir baixa atividade catalitica

Sandra Maria Lopes dos Santos, setembro de 2013



Capitulo 5 — SBA-15 dopada com zirconio | 111

ou seletividade, devido a auséncia de sitios dcidos. No entanto, a incorporacdo de metais na
estrutura pode gerar sitios dcidos de Lewis e/ou de Bronsted (12-14), incrementando a atividade
catalitica e/ou as propriedades de adsor¢ao de tais materiais. Por outro lado, sob estas condicdes,
a dessorcdo de proteinas pode ser um problema comum, em particular na presenga de fortes

forcas adsorvente-adsorbato, situagdo favordvel a processos de imobilizagdo (15).

Em geral, a inser¢do de um heterodtomo durante a sintese é considerada vantajosa
sobre os métodos de funcionalizagc@o pds-sintese, pois conduz a uma melhor dispersao dos sitios
ativos e evita a formagao de espécies fora da estrutura. No entanto, a capacidade de controlar a
inser¢@o do heterodtomo numa sintese ¢ um grande desafio na preparacao de materiais porosos

a base de silica.

O ajuste do didmetro dos poros em conjunto com a incorporagdo de heterodtomos
na sintese de SBA-15 leva a materiais com potencial para adsorcdo ou imobilizacdo de
moléculas biologicamente ativas em espacos confinados, em escala nanométrica (16, 17). A
adsor¢do de biomoléculas tem atraido muita ateng¢do devido a sua aplicacdo em diversas areas,
como a industria farmacéutica e de alimentos. A imobilizacdo de proteinas em materiais
inorganicos pode melhorar a estabilidade de enzimas, sob condi¢des extremas (16, 18). Além
disso, a adsor¢do controlada de proteinas € essencial para os campos da catdlise enzimatica,

biossensores e diagndstico de doengas (16, 19).

A SBA-15 tem sido usada em processos de adsor¢dao de biomoléculas, tais como
citocromo C (20, 21), tripsina (22), xilanase (23), lisozima (24, 25), mioglobina(26), albumina
de soro bovino (BSA) (27, 28) e celulase (29). Contudo, os relatos de silicas mesoestruturadas
modificadas com heterodtomos para esta finalidade tém sido escassos e limitados a

incorporagdo de aluminio em estruturas de MCM-41 e SBA-15 (30, 31).

O objetivo desta pesquisa foi sintetizar SBA-15 contendo zirc6nio em sua estrutura
e testd-la na adsor¢ao de biomoléculas. A razdo molar Si/Zr variou de 5 a 15. As propriedades
de adsor¢do dos materiais mesoestruturados foram medidas com a enzima celulase (CEL) e a

proteina albumina de soro bovino (BSA).

Os adsorventes do presente trabalho foram preparados por incorporagdo do zirconio
através de sintese direta, e caracterizados por isotermas de adsor¢ido/dessor¢ao de N, difracdo
de raios-X (XRD), microscopia de transmissdo eletronica (TEM), Espectroscopia fotoeletronica
de raios-x (XPS), dessor¢do a temperatura programada de amodnia (TPD-NH3) e medicdes do

PHpzc.
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2 PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Reagentes

Os reagentes utilizados na sintese de SBA-15 foram o copolimero tribloco Pluronic
P123 (PEO20PPO70PEO2 PM = 5800) (Aldrich, EUA), tetraetoxisilano (TEOS 98%) (Aldrich,
EUA), propéxido de zirconio (Zr (OCH2CH2CH3)s4, 70% em peso em solucdo em 1-propanol)
(Aldrich, EUA) e 4cido cloridrico (HCl a 37%) (VWR, EUA). A fim de aumentar o volume de
poro, o 1,3,5-trimetilbenzeno (TMB) (Aldrich, EUA) foi usado. As biomoléculas empregadas
nos ensaios de adsor¢ao foram celulase de Aspergillus niger (Aldrich, EUA) e albumina de soro
bovino (INLAB, Brasil). Todos os produtos quimicos foram utilizados como recebidos, sem
qualquer purificagdo adicional. Os gases utilizados foram He (99,99%) (Air Liquide, Fancga),
N2 (99,9999%) (Air Liquide, Franca) e NH3 (99,99%) (Air Liquide, Franca).

2.2. Sintese de suportes mesoestruturados

2.2.1. Sintese de SBA-15 de poro médio (S)

SBA-15 com didmetro mediano de poro (3 < Dp < 8 nm) e morfologia de particula
convencional foi preparada através do ajuste da temperatura do tratamento hidrotérmico, tal
como descrito por Fulvio et al. (32). Inicialmente, P123 foi dissolvido em 1,7 M HCI (aq.) a
313 K e depois TEOS foi adicionado gota a gota. A composi¢do molar final do gel de sintese
foi P123/Si02/HCI/H20 = 1/55/350/11100. A suspensdo resultante foi agitada a 313 K durante
24 h, transferida para uma autoclave de Teflon, onde foi tratada hidrotermicamente a 393K

durante 72 h. O sélido foi entdo filtrado, lavado com dgua deionizada e seco a 333 K overnight.

2.2.2. Sintese de SBA-15 de poro largo (S1)

SBA-15 com poros largos foi sintetizada por modificacdo da sintese hidrotérmica
descrita por Fulvio et al. (32). P123 foi dissolvido em 1,7 M HCI (aq.) a 313 K, e, em seguida,
adicionou-se TMB como agente expansor de poro a solucao transparente obtida. Apés 30 min,

foi adicionado TEOS gota a gota. A razdo molar final no gel de sintese foi
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P123/Si10o/TMB/HCI/H,0 = 1/55/48/350/11100. A suspensao resultante foi agitada a 313 K
durante 24 h e, em seguida, colocada em uma autoclave, onde foi tratada hidrotermicamente a
393K durante 72 h. O sdlido foi entdo filtrado, lavado com 4gua deionizada e seco a 333 K

overnight.

2.2.3. Sintese de Zr-SBA-15

Para produzir materiais com acidez diferente, foi utilizada a metodologia relatada
por Fulvio et al. (32), com algumas modificac¢des. Inicialmente, o P123 foi dissolvido em 1,7
M HCI (aq.) sob agitacdo magnética até a dissolu¢cdo completa de pluronico, quando TMB foi
adicionado. Apdés 30 minutos de agitagdo adicional, foi incorporada a fonte de silica e de
zirconio, gota a gota. O material foi preparado com razdo molar Si/Zr compreendida entre 5
(Zr-SBA-15_5) e 15 (Zr-SBA-15_15). O processo foi conduzido sob agitacdo durante um
periodo de 24 horas a 40 °C. Para o tratamento hidrotérmico, o gel de sintese foi transferido
para uma autoclave e aquecido a 100 ° C durante 72 horas. No final do processo, o material foi

filtrado a vacuo, lavado com dgua destilada e seco a 60 °C durante 24 horas em estufa.

A calcinacdo de todos os materiais foi realizada a 550 °C durante seis horas, com

uma taxa de aquecimento de 1 °C/min.

2.3. Caracterizacoes

As isotermas de adsor¢do/dessor¢do de N> a 77 K foram realizadas utilizando um
equipamento de adsor¢do volumétrica (ASAP 2020, Micromeritics). Antes da adsor¢do de
nitrogé€nio, as amostras foram submetidas a uma limpeza degasificando-as a 200 °C com uma
pressdo de aproximadamente 2,7 Pa durante 6h. A temperatura de adsor¢do do nitrogénio (77
K) foi alcancada termostatizando o porta-amostra com um Dewar com N2 liquido. A partir dos
dados de volumes de N> adsorvidos a diferentes pressoes, foram construidas as isotermas de
adsorc¢do e dessorcao de No. A drea superficial especifica (Sger) das amostras foi calculada com
o método descrito por Brunauer, Emmett e Teller (33), utilizando os dados de adsor¢@o na gama
de pressdes relativas 0,05-0,18, onde as condi¢des de linearidade e consideracdes sobre o

método foram cumpridas (34). A distribui¢do dos valores de diametro de poro (Dp) foi obtida
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através da correlacdo do volume (Vp) dessorvido como uma fun¢do da pressao relativa (p/po)

de acordo com os algoritmos propostos por Barrett-Joyner-Halenda (BJH) (35).

As micrografias eletronicas de transmissao (TEM) das amostras foram obtidas com
o auxilio de um microscopio de alta resolu¢do Philips CCCM 200 SuperTwin-DX4. As
amostras foram previamente dispersas em etanol e posteriormente colocadas em um rendilha

de Cu de 3,5 mm de diametro.

A difracdo de raios-X a baixo angulo (XRD) foi utilizada para identificar as fases
cristalinas dos sélidos sintetizados. Estas experiéncias foram realizadas em um difratdmetro
automatizado X'Pert Pro MPD equipado com um monocromador primdrio Ge (1 1 1) (radiagdo
Cu-Ka estritamente monocromatica) e um detector X'Celerator. As medidas foram obtidas para

20 variando na faixa de 1-10 °.

Os espectros XPS foram obtidos com um espectrometro Physical Eletronic s-5700
equipado com uma fonte dupla de excitacdo de raios-x de Mg-Ka (hv= 1253,6 eV) e de Al-Ka
(hv=1483,6 eV) e um analisador de elétrons esférico multicanal Eletronics 80-365B. A energia
de ligacao foi determinada com uma precisdo de + 0,1 eV e usando como referéncia o sinal C
1s do carbono adventicio a 284,8 eV. Para a andlise dos dados foi utilizado o software Multpak.
O espectro foi ajustado usando sempre curvas de Gauss-Lorentz para determinar a forma

adequada de energia de ligacdo (B.E) do nivel interno dos diferentes elementos.

A dessorcdo a temperatura programada de amoénia (TPD-NH3) foi realizada para
avaliar a acidez superficial dos materiais mesoporosos dopados de zirconio. 80 mg de cada
amostra foram inicialmente limpas com hélio puro (35 mL/min) mediante aquecimento a partir
da temperatura ambiente até 550 ° C, com rampa de 10 min. Subseqiientemente, a amostra foi
resfriada até 100 °C e a adsorcdo da amonia pura ocorreu nesta temperatura por 5 min. Um
fluxo de He (35 mL/min) foi passado por 40 min para eliminar a amdnia simplesmente
fisissorvida. Finalmente, a dessorcdo termo-programada de NH3 foi realizada entre 100 °C e
550 °C, com uma taxa de aquecimento de 10 °C/min, sob fluxo de hélio e mantida a 550 °C
durante 15 min. A amonia dessorvida foi analisada por cromatografia em fase gasosa (Shimadzu
GC-14A) com detector de condutividade térmica (TCD). A fim de quantificar a amonia
dessorvida, o equipamento foi previamente calibrado, através da medi¢do dos sinais

correspondentes a decomposicdo térmica de quantidades conhecidas de cloreto

hexaaminoniquel (IT) [Ni (NH3)s] Cla.
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A determinagdo do ponto de carga zero dos adsorventes foi realizada seguindo a
metodologia reportada por Hameed et al. (36). O pHpzc € o pH onde a carga na superficie do
adsorvente € zero. Para isto, 500 mL de solu¢do 0,01 N de NaCl foi preparada, desta foram
retiradas aliquotas de 5,0 mL e adicionadas a uma série de tubos. Em seguida, os seus valores
de pH foram ajustados no intervalo entre 2 e 12, utilizando solucdo de HCI e solu¢do NaOH.
Os pH iniciais das solugdes foram medidas com pHmetro e depois de estabilizados foram
adotados como pHinicial, $6 entdo foi adicionado 0,015 g da amostra de SBA-15 em cada tubo.

Ap6s 48 horas, o pH da solugdo foi novamente medido e foi adotado como pHfinal.

2.4 Experimentos de adsorcao de BSA e CEL

Ensaios de adsor¢do foram realizados em shaker (Julabo modelo SW 22). Para
tanto, foram colocados 25 mg de adsorvente em contato com 5,0 mL de solu¢do tampao acetato
de sédio contendo BSA ou CEL nas mesmas condi¢des de pH e forca idnica testada por Santos
et al. (37). Para as medicdes de cinética de adsor¢do, as concentragdes iniciais utilizadas foram
de 1 mg/mL para BSA e de 3 mg/mL para celulase. Aliquotas de sobrenadante foram coletadas
em intervalos de tempo pré-determinados. Para a medi¢do das isotermas de adsor¢do, diferentes
concentracoes iniciais de BSA (1,0 a 15 mg/mL) e de celulase (1,0 a 7,0 mg/mL) com pH (4,8
para BSA e 4,0 para celulase) e for¢a ionica (50 mM) fixos foram agitados durante o intervalo
de tempo necessdrio para estabelecer o equilibrio de adsor¢do. Em todos os experimentos, apos
o contato, amostras de sobrenadante foram colhidas e centrifugadas. A concentracdo no

sobrenadante foi analisada com um espectrofotometro (UV-1800P, Shimadzu) a 280 nm.

A quantidade adsorvida para cada biomolécula foi calculada usando um balango de

massa, de acordo com a Equacao 1:

v.,lc,-c
g=Lelo=C) (M

m ads

onde Vi, representa o volume de solucdo contendo a biomolécula de interesse (mL); Cop a
concentracdo inicial da biomolécula (mg/mL); Ce; € a concentragdo de equilibrio (mg/mL) e

Mmads € a massa de adsorvente (g).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao

A Figura 5.1 mostra as isotermas de adsor¢ao/dessor¢cdo de N>a 77 K, enquanto que
a Tabela 5.1 resume as propriedades texturais das amostras sintetizadas de SBA-15 e Zr-SBA-
15. Todas as amostras apresentam isotermas de adsor¢ao tipo IV de acordo com a classificagao
IUPAC (38), com lagos de histerese a partir de p/po igual a 0,7. A SBA-15 obtida por via
hidrotérmica tradicional (S) apresenta maior drea superficial Sger devido a estrutura bem
definida e aos mesocanais longos sob a forma de um favo de mel, caracteristica comprovadas
nas imagens TEM (Fig. 5.2). Quando TMB ¢ adicionado (S2), a histerese € ligeiramente
deslocada para p/po superiores, o que sugere um aumento do tamanho dos poros devido a
introdugdo do agente de expansdo no interior do nucleo hidrofilico da micela do surfactante,
aumentando seu tamanho e alterando o empacotamento de favo de mel tipico da SBA-15

hidrotérmica, o que conduz a uma estrutura menos definida e com uma menor area Sggr.

Tabela 5.1—- Parametros estruturais das amostras de SBA-15 e Zr-SBA-15 sintetizadas.

Amostra Seer (m?.g™) Dp (nm) Ve (cm?.g ™)
1-S 730 5,6 1,29
2-S1 647 12,8 2,80
3-7r-SBA-15_15 602 16,5 2,64
4 - 7Zr-SBA-15_10 522 10,7 1,57
5-7Zr-SBA-15_5 545 11,3 1,69

S =SBA-15;S1 = SBA-15/TMB; Zr-SBA-15_15 (Si/Zr = 15), Zr-SBA-15_10 (Si/Zr = 10) e Zr-SBA-15_05 (Si/Zr
= 05).
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Figura 5. 1 — Isoterma de adsor¢do/dessor¢do de N, a 77 K para SBA-15(m ) S, (0 ) S1, (x ) Zr-SBA-15_5,( V¥
) Zr-SBA-15_10e (o) Zr-SBA-15_15.

Va i (cm3/g)

Fonte: elaborado pelo autor.

Em relacdo aos materiais dopados com zirconio (Si/Zr de 15 a 5), pode-se observar
que a adi¢do de zirconio em pequenas quantidades (Zr-SBA-15_15) promoveu um desvio do
laco de histerese a maiores valores de p/po, juntamente com uma diminuicdo da drea superficial,
quando comparado a S e S1, gerando um material com tamanho de poro relativamente grande
e com estrutura menos ordenada, como pode ser confirmado nos resultados TEM (Figura 5.2)
e XRD (Figura 5.3). A tendéncia a uma menor drea Sger € menor volume de poro prossegue
com o aumento do teor de Zr adicionado ou para menores razdes Si/Zr, apesar de ndo haver
grandes diferencgas de textura entre os materiais com razao Si/Zr igual a 10 e 5. Os trés materiais
aos quais se adicionou zircOnio parecem manter poros de didmetro irregular na faixa
nanométrica — haja vista o formato dos ramos de histerese — mas altamente desordenados. Isto
pode ser resultado ndo s6 da adicdo de zirconio na amostra, mas também do TMB, ja que
segundo a literatura a adi¢ao de uma solucao de TMB a sintese convencional de SBA-15, apesar
de aumentar o didmetro dos poros, conduz a uma transi¢do da fase bem ordenada hexagonal
para uma espuma celular mesoestruturada (MCF - mesoestructred cellular foam), com poros

fracamente ordenados (39-41).
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Figura 5.2 — Micrografias TEM de SBA-15 (a) S, (b) S1, (c) Zr-SBA-15_05 (d) Zr-SBA-15_10 e (e) Zr-SBA-
15_15

Fonte: elaborado pelo autor.

Os padrdes de difracdo de raios-X em 20 entre 0,5 ° e 10 ° para os cinco materiais
sintetizados s@o apresentados na Figura 5.3 e demonstram que a SBA-15 (S) apresenta um
padrao tipico de uma rede ordenada de mesoporos, exibindo trés picos de reflexdes (100), (110)
e (200) com ordenamento de longo alcance. Isto a caracteriza como uma estrutura mesoporosa
ordenada com simetria Pémm hexagonal (34). No caso do S1, a adi¢do do agente expansor de
poros durante a sintese provoca a diminui¢dao do pico de difracdo referente ao plano (100) e
auséncia dos picos de reflexdes (110) e (200), sugerindo que a adicdo de TMB dé origem a
materiais menos ordenados, o que é confirmado nas imagens TEM (Figura 5.2b). Neste sentido,
Nguyen et al. (35) postularam que a expansao do tamanho de poro pode ser explicado pela
interacao entre TMB e o copolimero tribloco, o que aumenta o volume do molde hidrofébico e
produz uma perda de ordenamento de longo alcance. No que diz respeito as amostras dopadas
com diferentes concentragdes de zirconio, mesmo o pico de reflexdo (100) diminui
drasticamente chegando até mesmo a desaparecer. De fato, as imagens TEM para as amostras

contendo zirconio (Fig. 5.2 ¢, d, ) demonstram se tratar de um material bastante poroso, porém
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com conectividade completamente aleatéria. Além do papel do TMB em levar a um material
mais desordenado, a adi¢do do zircOnio parece interferir também na condensacdo da fase

inorganica sobre a micela surfactante.

Figura 5. 3 — Difratograma XRD a baixo angulo obtido para SBA-15 sintetizada com e sem agente expansor de
poros e calcinada a 550 °C. (a) S, (b) S1, (c¢) Zr-SBA-15_5, (d) Zr-SBA-15_10 e (e) Zr-SBA-15_15.

(a)
(b)
(©
i (d)

Intensidade (u.a)

20

Fonte: elaborado pelo autor.

Os padroes de difracdo de raios-X em 20 entre 10 ° e 70 ° para os materiais
sintetizados com zircOnio sdo apresentados na Figura 5.4. Nenhum pico caracteristico da
presenca de zirconio pode ser observado neste intervalo, o que pode sugerir que este metal estd
totalmente disperso na estrutura da SBA-15. Estes picos caracteristicos costumam se localizar

a partir de 20 = 27,8.
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Figura 5. 4 — Difratograma XRD a alto dngulo obtido para SBA-15 sintetizada com e sem agente expansor de
poros e calcinada a 550 °C. (a) S, (b) S1, (¢) Zr-SBA-15_5, (d) Zr-SBA-15_10 e (e) Zr-SBA-15_15.
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Fonte: elaborado pelo autor

As percentagens atdmicas dos adsorventes sintetizados com diferentes razdes Si/Zr
obtidas através da técnica do XPS estdo resumidas na Tabela 5.2. Dentre os materiais
sintetizados com Zr, a SBA-15_Si/Zr = 10 apresentou uma menor quantidade deste
heterodtomo. Uma possivel justificativa € o fato do zirconio ter se aderido também na superficie
interna dos poros deste material nao sendo possivel sua quantificacao por esta metodologia ja
que os raios-x incididos nesta técnica sio capazes de alcancar apenas 0s 4&tomos mais externos

da superficie.

Tabela 5.2 — Percentagens atdmicas dos diferentes adsorventes mesoporosos sintetizados.

SBA-15 Cls (%) Ols (%) Si2p (%) Zr3d (%)
Si/Zr = 15 5,05 62,76 31,53 0,66
Si/Zr = 10 5,44 63,41 30,56 0,59
Si/Zr = 05 4,95 63,81 30,29 0,95

Os resultados de avaliacdo da acidez utilizando a técnica de dessor¢do termo-

programada de NHj estdo resumidos na Figura 5.5 em termos da quantidade de amonia
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dessorvida para cada faixa de temperatura. E possivel observar que a amostra S2 (sintetizada
sem Zr) apresentou uma acidez total muito baixa (21,4 pmoles de NHs/g). A medida que se
adiciona zirconio aos adsorventes, a acidez total vai aumentando. Verifica-se, pela barra de
acidez total que, dentre os adsorventes sintetizados com zirconio, a Zr-SBA-15_5 é a amostra
mais 4cida e a Zr-SBA-15_15 € a menos 4cida, como era de se esperar devido a concentragdo
decrescente de Zr na estrutura. E reportado na literatura que em termos de forca 4cida, os
grupamentos silandis (Si-OH), presentes tanto na parte interna quanto na parte externa da
superficie das silicas sdo considerados como sitios dcidos de Bronsted e normalmente sdo sitios
fracos ou no miximo moderados (42). De acordo com a Figura 5.5, todos os adsorventes
contendo Zr apresentam maior concentracdo de sitios dcidos entre 473-623 K, que segundo
Aratjo et al. (43) caracteriza a forca do 4cido como fraca a moderada. A medida que se reduz
a razdo molar Si/Zr ou se aumenta a concentragdo de zirconio, aumenta-se a acidez superficial
total, particularmente dos sitios com maior forca (NH3 dessorvida a T > 473 K). Outro resultado
interessante € que para as amostras com Si/Zr = 5 e Si/Zr = 10 foi observado que hé ainda
alguma amodnia que somente é dessorvida a temperaturas superiores a 773 K, sugerindo a

existéncia de sitios 4cidos de for¢ca muito elevada. Tais sitios estdo ausentes para a Si/Zr = 15.

Figura 5.5 - Distribui¢do de acidez da superficie das amostras sintetizadas usando a dessorcdo a temperatura
programada de técnica de amoniaco (TPD-NH3).
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Fonte: elaborado pelo autor.

Os processos de adsorc¢do sdo fortemente dependentes do pH, que afeta a carga

superficial do adsorvente, bem como o grau de ionizacao e as espécies do adsorbato (44). Este
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fato justifica a investigacdo da eficiéncia da adsorcao dos diferentes adsorventes numa ampla
faixa de pH, bem como a determina¢@o do ponto de carga zero do adsorvente. O ponto de carga
zero ou pHypec € um pardmetro que indica o valor de pH no qual um determinado sélido apresenta
carga igual a zero em sua superficie. Este parametro € importante porque permite prever a carga
na superficie do adsorvente em funcdo do pH. O resultado encontrado para os diferentes
adsorventes € apresentado na Figura 5.6. De acordo com esse gréfico, o pHc dos adsorventes
sintetizados sdo 4,5; 5,2; 3,7; 3,7 e 4,0 para as amostras S, S1, Si/Zr = 5, Si/Zr = 10 e Si/Zr =
15 respectivamente. Isto indica que abaixo desses valores o sdlido apresenta uma carga
superficial positiva favorecendo a adsor¢do de anions e acima deste valor a superficie estd

carregada negativamente, favorecendo a adsorcao de cations.

Figura 5.6 — Teste de suspensdo para determinar o pH do ponto de carga zero dos adsorventes mesoporosos ( m )
S,(0)S1,(x)Zr-SBA-15_5, ( ¥ ) Zr-SBA-15_10 e ( 0 ) Zr-SBA-15_15 pelo método de varia¢do de pH. ( -)
pr= pHi.

Fonte: elaborado pelo autor.

3.2 Resultados de adsorc¢ao em tanques agitados

As cinéticas de adsorcao de BSA e CEL nos cinco adsorventes sintetizados em
funcdo do tempo sdo mostradas na Figura 5.6. De acordo com estes resultados, é possivel
observar que a amostra Zr-SBA-15_15, quando em contato com a BSA, alcangca mais
rapidamente o equilibrio quando em comparacdo com os demais adsorventes. Isto pode ser
justificado pelo tamanho de seus poros que € bastante superior aos demais adsorventes

estudados. E interessante notar que para esta proteina, a cinética € mais lenta na amostra S,
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precisamente aquela que apresenta menor tamanho de poro. Por outro lado, a CEL apresenta
uma cinética menos dependente das dimensdes de poro dos adsorventes. Os materiais melhor
ordenados, que foram as silicas S e S1, sdao precisamente aqueles que se apresentam cinéticas
de adsor¢do mais favordvel. Neste caso, deve-se levar em consideracdo o fato da celulase ser
constituida de um pool de enzimas, de dimensdes menores que a BSA, que € pouco retida nos
adsorventes que ndo contém zircOnio (como se vera posteriormente), tornando-se assim mais
“agil nos canais destes materiais. O equilibrio foi atingido em cerca de 360 minutos (6 horas)
para a CEL nos adsorventes que contém zirconio e, em metade deste tempo para as silicas S e
S1. Ja para a BSA o equilibrio foi atingido em 6 horas para todos os adsorventes, exceto para a

amostra Zr-SBA-15_15, em que o tempo de equilibrio foi reduzido para 4 horas.

Figura 5. 6 — Cinética de adsorcdo de BSA (a) e de CEL (b) nas SBA-15(m) S, (0 ) S1,(x)Zr-SBA-15_5,( V¥
) Zr-SBA-15_10 e ( 0 ) Zr-SBA-15_15. Dose tipica: 5 mL de solu¢do 50 mmol/L em 0,0250 g de adsorvente. T=
25°C.pH=4,8 (BSA) e 4,0 (CEL).
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Fonte: elaborado pelo autor.

A partir dos resultados de cinética obtidos, todas as isotermas de equilibrio foram
medidas apds 24 horas de contato. Na Figura 5.7, é possivel observar o comportamento das
isotermas de adsor¢cao de BSA nos adsorventes S, S1, Zr-SBA-15_5, Zr-SBA-15_10 e Zr-SBA-
15_15. Dentre estes, o que apresentou maior capacidade de adsorcao foi o Zr-SBA-15_15 (623
mg/g), cerca do dobro da capacidade de adsorcdo de S1 (material sintetizado nas mesmas
condic¢des, porém sem a adi¢do de zirconio) e quatro vezes mais do que o material sintetizado
sem agente expansor de poros S (141 mg/g). Outro resultado interessante é que a adi¢do de Zr
em quantidades maiores (Zr-SBA-15_5 e Zr-SBA-15_10) e conseqiientemente com maior
acidez, comprovada tanto pela técnica de TPD-NH3 (Figura 5.4) quanto pelo pHp.c (Tabela 5.3),
nao aumentou a capacidade de adsor¢cao de BSA nestes adsorventes quando comparado com o
material S1. Se uma acidez excessiva fosse prejudicial a adsor¢ao da proteina, esperar-se-ia que
a amostra com maior acidez (Zr-SBA-15_5) adsorvesse menos que a amostra Zr-SBA-15_10,
0 que ndo é observado. O que hd de comum entre as amostras S1, Zr-SBA-15_5 e Zr-SBA-
15_10, que possuem aproximadamente a mesma capacidade méxima de adsor¢cao de BSA, é o
diametro médio dos poros, que € aproximadamente o mesmo. Estas observagdes experimentais
levam a crer que o fator mais importante para a adsor¢io da BSA nestas amostras é a
acessibilidade da proteina aos poros do material ¢ uma disponibilidade de volume poroso
significativo para hospedar a biomolécula. Note que as isotermas de adsor¢do de BSA foram
medidas em pH 4,8, ou seja no mesmo valor do pI da proteina, quando esta possui carga liquida

neutra. Também os pontos de carga zero dos adsorventes em estudo estdo proximos deste valor
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de pH, de modo que ndo parece ser vantajoso — nestas condi¢des — inserir acidez adicional na

superficie para alcangcar uma alta capacidade de adsor¢do.

Figura 5.7 — Isoterma de adsorcdo de BSA nas SBA-15(m) S, (0) S1, (x)Zr-SBA-15_5, ( ¥ ) Zr-SBA-15_10
e (0)Zr-SBA-15_15. T=25°C. pH =4,8.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Os dados experimentais de adsorcao (simbolos) foram ajustados pelos modelos de
Langmuir (L), como expresso pela equacdo abaixo (Equacdo 2) e os resultados estdao

apresentados na Tabela 2.

— Qmax (k Lceq )

2
1+k,C, @

onde g é a quantidade de proteina adsorvida por unidade de massa (mg/g), C., € a concentragao
de proteina na fase liquida em equilibrio (mg/mL), k7 € a constante de Langmuir (mL/mg), que
estd relacionada com a interacdo adsorvente-adsorbato € 0 gmax € a capacidade maxima de

adsor¢do por unidade de peso (mg/g).
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Tabela 5.3 — Parametros das equacdes de Langmuir para adsor¢do de BSA em silicas mesoporosas SBA-15 e Zr-

SBA-15. Medidas a T=25°C. pH=4.8

Parametros
Amostra
Gmax(mg.g ™) kr(mL/mg), R?
S 140,8 + 5,1 20,5+ 6,9 0,9682
S1 3425+ 19,3 54+1,7 0,9541
Zr-SBA-15_15 622,9+42.1 8,6+3,7 0,9264
Zr-SBA-15_10 330,1 £ 12,5 312+64 0,9819
Zr-SBA-15_05 340,6 + 29,6 40+2.0 0,9301

As isotermas de adsorc@o de CEL nos adsorventes S, S1, Zr-SBA-15_5, Zr-SBA-
15_10 e Zr-SBA-15_15 a pH 4,0 sdo mostradas na Figura 5,6; onde pode ser observado que o
comportamento das isotermas exibe apenas uma ligeira nao-linearidade, comportamento
semelhante ao observado por Santos et al. (37) para esta enzima em outras silicas mesoporosas.
Os parametros do modelo de Langmuir estdo resumidos na Tabela 5.4. A SBA-15 dopada com
zirconio em menor quantidade (Si/Zr =15) foi a que apresentou maior capacidade de adsor¢ao
para celulase (1666 mg/g). Sendo este o adsorvente com maior tamanho de poro e volume
poroso significativo, pode-se levantar a mesma hipétese do mecanismo de acessibilidade que o
observado para a BSA. No entanto, os dois adsorventes constituidos apenas de silica (S e S1),
embora tenham propriedades texturais bastante diferenciadas, possuem isotermas de adsor¢ao
bastante semelhantes e sdo os materiais com menor capacidade de adsor¢do dentre todos os
estudados. J4 para as amostras contendo zirconio, em toda a faixa estudada, as concentragdes
adsorvidas sdo inversamente proporcionais a quantidade de zirconio na estrutura e, portanto, a
acidez do material final. Portanto, no caso da adsor¢do da enzima celulase, a presenca de acidez
moderada introduzida por pequenas quantidades de zircOnio na estrutura foi determinante para

provocar um aumento significativo na capacidade de adsorc¢ao.
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Figura 5.4 — Isoterma de adsorcdo de CEL nas SBA-15(m) S, (o) S1, (x) Zr-SBA-15_5, ( ¥ ) Zr-SBA-15_10
e (o) Zr-SBA-15_15. T=25°C. pH = 4,0.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Tabela 5.4 — Parametros das equagdes de Langmuir para adsor¢do de CEL em silicas mesoporosas SBA-15 e Zr-

SBA-15.

Parametros
Amostra
gmar(mg.g ™) ki(mL/mg) R?
S 453,55 + 105,71 0,10+ 0,03 0,9916
S1 1134,66 + 296,72 0,03 + 0,01 0,9974
Zr-SBA-15_15 1666,35 + 323,12 0,10 £ 0,02 0,9981
Zr-SBA-15_10 1423,10 + 105,98 0,10 £ 0,01 0,9994
Zr-SBA-15_05 1189,93 + 400,79 0,06 + 0,02 0,9946
4 CONCLUSOES

Silicas mesoporosas do tipo SBA-15 e Zr-SBA-n (n = razao molar Si/Zr, variando
ente 05 e 15) foram sintetizadas com copolimero tribloco P123 como o agente direcionador de
estrutura, TMB como agente expansor de poros e diferentes concentragdes de Zr, obtendo-se
materiais com diferentes texturas (diametro de poros entre 5,6 nm e 16,5 nm), ordenamento de

poros e acidez superficial.
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A adicdo de zirconio em menores proporcdes (razdo molar Si/Zr = 15) combinado
a inclusdo do expansor de poros (TMB) levou a um material com estrutura mesocelular
distribuida aleatoriamente (MCF — mesoestructured celular foam), diametro de poro de 16,5
nm e uma acidez superficial moderada. Foi o adsorvente que apresentou mais altas capacidades
de adsorcao para as duas biomoléculas estudadas, a proteina BSA e a enzima celulase. No caso
da BSA, as isotermas obtidas foram praticamente retangulares no pH estudado (4,8), o qual é
idéntico ao pl da proteina e préximo aos pontos de carga zero dos adsorventes estudados (exceto
os mais acidos, Zr-SBA-5 e Zr-SBA-10). Atribui-se a superioridade da amostra Zr-SBA-15 a
efeitos de acessibilidade proporcionados pelo seu maior didmetro de poro, visto que a amostra
de poros expandidos sem zirconio (S1) adsorve praticamente 0 mesmo que as amostras mais
dcidas e todas possuem o mesmo didmetro de poro. J4 para o caso da celulase, as isotermas
também foram obtidas em pH préximo tanto ao pl da enzima quanto ao ponto de carga zero dos
adsorventes contendo zirconio. A ndo-linearidade das isotermas foi bem menos pronunciada
que para a BSA, o que sugere que nao ha efeitos de exclusdo importantes. A capacidade de
adsor¢do para esta enzima parece estar relacionada a presenca de uma acidez superficial fraca
a moderada, pois as amostras Zr-SBA-15 e Zr-SBA-10 apresentaram equilibrio de adsor¢cdo

similar, a despeito de seus parametros texturais significativamente distintos.
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Capitulo 6

1 CONCLUSOES GERAIS

Os métodos de sintese utilizados levaram a obtencdo de materiais adsorventes a
base de silica com propriedades texturais e estruturais, tais como diametro e volume de poros,
bastante expressivos e potencialmente aplicdveis a adsorcdo de moléculas de dimensdes
nanométricas. Os estudos foram direcionados inicialmente para a determinagdo do tempo de
equilibrio e do pH do meio que favorecesse as interacdes entre os adsorventes e as biomoléculas
(BSA, lisozima e celulase). Neste sentido, foi observado tempo de equilibrio em geral menor
que 300 minutos e capacidades maximas de adsor¢ao com pH préximo ao pl das biomoléculas
estudadas na maioria dos casos de adsorventes constituidos de silica pura. Esta evidéncia
experimental nos leva a crer que, em silicas puras, o0 mecanismo fundamental de reten¢do esta

relacionado a acessibilidade da biomolécula a rede porosa (ou seja, a textura do adsorvente) e

as interacdes adsorvente-adsorbato sdo do tipo forgas de dispersao (van der Waals).

Em sinteses convencionais, sem a adi¢do de agentes especiais para expansao de
poros e encurtamento de canais, obtiveram-se silicas do tipo SBA-15 com distintos
ordenamentos de poro e propriedades texturais (por via sol-gel e hidrotérmica) e SBA-16.
Apesar da SBA-15 (rota sol-gel) e da SBA-16 apresentarem mesmo volume de poro, a lisozima
adsorve muito mais na silica com poros paralelos (cerca de cinco vezes mais). Por ser uma
biomolécula relativamente pequena, parece empacotar-se melhor em materiais ordenados.
Quanto a SBA-16, capacidades de adsor¢ao mais baixas eram esperadas e foram obtidas para
todas as biomoléculas estudadas, devido a natureza da sua propria estrutura, uma vez que
apresenta uma estrutura cuibica de corpo centrado ligado por poros de acesso estreitos. No
entanto, a adsor¢do de celulase por este material (473 mg/g), descrita pela primeira vez neste
trabalho, ultrapassa as adsorcdes de outras biomoléculas, e esta pode ser uma caracteristica

interessante para ser explorado nos processos de separagdao cromatografica desta enzima.
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A adicdo de TMB a sintese hidrotérmica convencional de SBA-15 contribuiu
exitosamente para a expansao dos poros, nao obstante materiais com textura porosa semelhante

podem ser obtidos na auséncia de TMB sob condicdes adequadas de sintese hidrotérmica.

A adicdo de fluoreto de amodnio e heptano tende a produzir materiais muito
desordenados, do tipo MCF (mesoestructured cellular foam), aparentemente com poros mais
curtos. Apesar das dreas de superficie significativamente mais baixas em relacdo aos materiais
mais ordenados, as silicas preparadas com TMB e NH4F tem capacidades de adsorcdo
significativamente mais elevadas para as biomoléculas estudadas (BSA, lisozima e celulase)
em pH préximo ao respectivo pl. Nestes materiais expandidos, as isotermas das proteinas sao
bastante retangulares, o que podem ser uma caracteristica interessante para fins de imobilizacao,

enquanto que sao bastante suaves (tendendo a linearidade) no caso da enzima celulase.

A introducdo de acidez superficial mediante a adicao de uma fonte de zirconio a
sintese mostrou que o material mesoporoso modificado com maior razdao Si/Zr (= 15) tem um
nimero significativo de sitios 4cidos fracos e médios (e auséncia de sitios fortes), tendo este
apresentado maior capacidade de adsor¢do para BSA e CEL nas condi¢des em que o presente
estudo foi realizado. Maiores teores de zirconio introduzem sitios com alta for¢a dcida, que
levam a uma menor capacidade de adsor¢ao. No entanto, no caso da BSA, o efeito de retengdo
preponderante parece ser a acessibilidade aos poros, pois adsorventes com menor razao Si/Zr
(10 e 5) e sem zirconio tem isotermas de adsorcdo praticamente idénticas e propriedades

texturais muito similares.

2 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

— Com o objetivo de se determinar com maior precisdo a quantidade de
heteroatomo efetivamente introduzida nas silicas modificadas e estabelecer
com mais refinamento a natureza das fases ativas, recomenda-se
caracterizar 0S suportes mesoporosos por outras técnicas como
Fluorescéncia de Raios-X (FRX), Ressonancia Magnética Nuclear de silicio
e zirconio (RMN) e Estrutura Fina de Raios-X Absorvidos (EFXA).

— No que se refere a discriminacdo da acidez dos compostos, também seria

interessante realizar as analises de volumetria de n-butilamina,
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termodesorcdo de ciclohexilamina e adsor¢do de piridina para verificar a
presenca ou ndo dos sitios acidos de Lewis e de Bronsted.

Obter os parametros fundamentais de equilibrio e de transporte de massa da
BSA, LYS e CEL nas silicas mesoporosas sintetizadas neste trabalho,
particularmente as amostras SBA-15 HD (capitulo 3), S2 (capitulo 4) e Zr-
SBA-15_15 (capitulo 5) em condi¢des de distintas forcas iOnicas para
avaliar condicdes de eluicdo.

Realizar estudos de adsor¢cdo e dessor¢do das biomoléculas com estes
materiais em leito fixo, assim como experimentos de adsorcdo utilizando
misturas de biomoléculas para fins de separagao.

Realizar estudos de medidas da atividade enzimética ou resposta fisiolégica
das biomoléculas dessorvidas ou imobilizadas para avaliar se as condi¢des

de adsorcdo nao alteraram sua funcionalidade.
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The present work describes the adsorption of biomolecules (bovine serum albumin (BSA), lysozyme | LYS)
and cellulase (CEL)) on ordered mesoporous silicas with different pore diameters (SBA-15 and SBA-16)
from buffered solutions. These adsorbents were synthesized by sol-gel and hydrothermal routes and
characterized by X-ray diffraction, N, adsorption/desorption isotherms and transmission electron
microscopy (TEM). The results by X-ray diffraction and TEM show that the synthesized materials have
distinct degrees of mesoporous ordering. The influence of pH on the adsorption of BSA, LYS and CEL as
well the kinetics and adsorption isotherms were evaluated in stirred tanks. Among the materals studied,
hydrothermally synthesized SBA-15 showed the highest maximum adsorption capacity of BSA and LYS
{329 and 636 mgfg, respectively). CEL was best adsorbed in SBA-15 synthesized by the sol-gel route.

© 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

In 1992, it was first reported the discovery of mesoporous mate-
rials belonging to the M41S family [1,2]. Out of these, two materi-
als have been highlighted, the MCM-41, obtained in basic media
route and SBA-15, and obtained in acid media.

SBA-15 (Santa Barbara Amorphous), developed in 1998 by Zhao
er al. [3], has arracred intense interest due to their large surface
areas, well-defined pore structure, inert framework, nontoxicity,
high biocompatibility [4] and thermal and hydrothermal stability
[5], which allows them to be used in catalysis [6,7], adsorption
[8-10], chemical sensing [11], immobilization [12], drug delivery
systems [13,14] and separation by chromatographic techniques
such as high performance liquid chromatography (HPLC) [15-17].

Another mesoporous adsorbent that has received attention is
the SBA-16 whose formation mechanism is similar to that of
SBA-15 [18-22]. The easiness of the method of preparation, the or-
derly structure, and control over the size and shape of their pores,
above all of these factors, makes SBA-16 a versatile material,
potentially applicable in many areas of science and engineering
of materials [23]. Although it is reported in the literature the appli-
cation of SBA-16 in fields such as catalysis [24-26], functionaliza-
don [27], metals incorporation [28] and templating [29,30]. there
are a few records [31] of the use of such materials for adsorp-
tonf/chromatographic purposes.
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Borh SBA-15 as SBA-16 are synthesized in acidic media in the
presence of triblock copolymer surfactants Pluronic P123 (PEO20P-
PO70PEO20) [3] and Pluronic F127 (PEO106PPO70PEO106) [18],
respectively. However, the resulting materials have very distinct
structures, as shown in Fig. 1. SBA-15 is a mesoporous silica with
parallel pores and highly ordered hexagonal arrangement (see
Fig. 1a). It has the benefits of combined micro and mesoporosity
and relactively thick silica walls. The micropores are created by
the penetration of the hydrophobic ethylene oxide chain in the sil-
ica walls [32]. On the other hand, SBA-16 is a mesoporous silica
having a structure of spherical body-centered nanocages with cu-
bic arrangement, wherein each sphere is connected to eight neigh-
boring spheres [33] (see Fig. 1b). For operations such as catalysis or
separations, this difference in structure may favor or not the effi-
ciency of the process. For example, Li et al. [34] found that the
encapsulation of Ru complexes in nanocages of SBA-16 is an effi-
cient method w achieve high catalytic activity by enhancing water
oxidation. Data on application of SBA-16 in the adsorption of bio-
molecules are scarce, hence it is yet to be investigated if this struc-
mure model could positively influence the separation of these
bulking biomolecules.

Some authors have recendy reported the use of synthedc
hydrotalcites known as Layered Double Hydroxides [35-37] and
mesostructured cellular foams (MCF) [38] as new potential adsor-
bents for biomolecules. These materials have shown high adsorp-
ton capacity for standard proteins, for example bovine serum
albumin (BSA), human serum albumin (HSA), lysozyme (LYS) and
myoglobin { Mb).

Sandra Maria Lopes dos Santos, setembro de 2013



