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Resumo

Montenegro, Lara Machado Pereira, Sintese e Caracterizagao de
MCM-41 e SBA-15, Imobilizadas com Hematoporfirina e Metaloporfirinas
com cobre Il, 2016, TESE de Doutorado- Programa de P6s Graduagdo em

Quimica- Universidade Federal de Pelotas.

O presente trabalho consiste em trés etapas para de imobilizacdo de
hematoporfirina e metaloporfina em materiais porosos do tipo MCM- 41 e SBA-
15. A primeira etapa consiste na sintese do material poroso, utilizando a rota de
sintese pelo método sol-gel. A sintese da MCM-41 foi realizada em meio basico
com surfactante catibnico brometo de hexadeciltrimetilaménio, enquanto a
sintese da SBA-15 foi realizada em meio acido na presenga do surfactante
polimérico P-123. A segunda etapa consiste na metalagdo da hematoporfirina
com cobre e funcionalizagdo com aminopropiltrietoxissilano (APTES). A terceira
etapa deste trabalho é a imobilizacdo do macrociclo funcionalizado e/ou
metalada em material poroso do tipo MCM-41 e SBA-15. As amostras foram
submetidas a analise do teor de metal e a caracterizagdes complementares
para determinacdo de propriedades espectroscopicas, estruturais,
morfoldgicas, térmicas e texturais. As amostras silicaticas apresentaram a
presenca de microporos para MCM-41, e mesoporos com tamanho aproximado
de 4,5 nm, para a SBA-15. As amostras imobilizadas em material poroso em
relacdo ao resultado do teor de metal foram maiores para as amostras
contendo o grupo amino. Com o intuito de avaliar o potencial do material
imobilizado fizeram-se testes bioldgicos preliminares com dois fungos que
atuam diretamente na contaminacao de alimentos e de plantas, Aspergillus

oryzae e Penicillium citrinum, o qual se mostrou promissor.

Palavras- chave: Hematoporfirina, MCM-41, SBA-15, imobilizagdo, cobre |II.



Abstract

Montenegro, Lara Machado Pereira, Synthesis and characterization of MCM-
41 and SBA-15, Immobilized Hematoporphyrin and Metalloporphyrins with
copper Il. 2016, TESE de Doutorado- Programa de P6s Graduagdo em

Quimica- Universidade Federal de Pelotas.

This work consists of three steps for immobilizing hematoporphyrin and
metaloporphyrin in porous materials of the type MCM- 41 and SBA-15. The first
step is the synthesis of porous materials, using sol-gel method. The synthesis of
MCM-41 was carried out in basic medium with a cationic surfactant
hexadecyltrimethylammonium bromide, while the synthesis of SBA-15 was
carried out in acid medium in the presence of the polymeric surfactant P-123.
The second step is the metallation of hematoporphyrin with copper Il and
functionalization with aminopropyltriethoxysilane (APTES). The third stage of
this work is the immobilization of the macrocycle functionalized and / or
metalated on porous material, MCM-41 and SBA-15. The samples were
subjected to analysis of metal content and further characterization of
spectroscopic , structural, morphological, thermal and textural properties.
MCM-41 material showed microporous profile and SBA-15 showed mesoporous
profile with 4.5 nm of diameter Metal content was higher for immobilized
samples containing the amino group of APTES. In order to evaluate the
potential of the immobilized material in biological tests, preliminary | tests were
done with two fungi that act directly on the contamination of food and plants,
Aspergillus oryzae and Penicillium citrinum, which have shown promising

results.

Key words: Hematoporphyrin, MCM-41, SBA-15, immobilization, copper II.
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1. Introducao:

Desde a descoberta de materiais silicaticos ordenados, como silicas
mesoporosas, em 1992, a sintese, caracterizacéo e aplicacdo desses materiais
tem se tornado de grande interesse na area de Quimica Inorganica e na
ciéncias de materiais (KRESGE et al., 1992). Materiais mesoestruturados
continuam sendo amplamente estudados pois possuem caracteristicas unicas,
como poros regulares, alta superficie especifica, morfologia e tamanho. Essas
caracteristicas podem ser controladas de acordo com a finalidade do material
sintetizado (WANG et al., 2014). Com isso, esses materiais, se tornam capazes
de imobilizar outras moléculas em sua estrutura, podendo ser na superficie ou
ainda nos poros (SCHWANKE; PERGHER, 2012).

Os primeiros materiais ordenados descobertos foram denominados
de MCM (Mobil Composition Matter®) fazendo parte da familia M41S, e
desenvolvidos por cientistas da empresa Mobil Oil Corporation (KRESGE et al.,
1992), (GRU et al., 1999), (CAl et al., 2011). Os mais conhecidos sdo MCM-41,
MCM-48 e MCM-50, que se diferenciam de acordo com a sua estrutura de
poros (DOYLE; HODNETT, 2003).

No final da década de 90 comegaram a surgir novos materias, dentre
eles a classe SBA-15 (Santa Barbara Amorphous), sintetizada pela primeira
vez em 1998. Este material possui boa estabilidade térmica, hidrotérmica e
mecanica, quando comparado aos materiais da familia M41S (ZHAO et al.,
1998).

Os materiais silicaticos sdo comumente sintetizados pelo método
conhecido como sol-gel, onde as etapas de hidrolise e condensagédo de
alcoxidos podem ocorrer simultaneamente (HIRATSUKA et al.,, 1994),
(MELENDEZ-ORTIZ et al., 2014).

Esforcos consideraveis vém sendo dedicados para desenvolver
novas metodologias que propiciem ajustar o tamanho e o didmetro dos poros
durante o processo de sintese, de acordo com sua finalidade. O fato de que as
estruturas a base de silica tem boa biocompatibilidade, alta tolerancia a muitos

solventes organicos, além de facil funcionalizagao e incorporagao de moléculas
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na sua superficie, tornam o material ainda mais promissor (BALANTSEVA et
al., 2014).

A incorporagdo de moléculas organicas em materiais porosos
possibilita um largo espectro de aplicagcdo do material. Neste contexto, a
utilizacdo de porfirinas e derivados dessa molécula incorporados em materiais
porosos, como a SBA-15 e MCM, possibilitam a sua aplicagcédo em diferentes
areas da ciéncia (BALANTSEVA et al., 2014).

Em geral, as porfirinas sdo uma classe de compostos macrociclicos
fotossensiveis, os quais desempenham um papel muito importante no
metabolismo dos organismos vivos. (JACOB, 1975). A aplicabilidade da
porfirina é vasta e a mais conhecida é a sua utilizagdo em terapia fotodinamica
(TFD), (DEDA et al., 2009). Essas moléculas possuem um centro hidrofilico
contendo atomos de nitrogénio, o que possibilita a coordenagao de metais de
transicdo. As porfirinas que possuem um metal coordenado no centro do anel
sdo denominadas de metaloporfirinas (TEMELLI e UNALEROGLU
2009),(TRYTEK et al., 2012), (MILAEVA et al., 2007).

Dentre a classe de porfirinas, tem-se a hematoporfirina, sua
estrutura se diferencia de outras pelos substituintes hidroxila no anel porfirinico,
0 que possibilita a solubilizacdo dessa molécula em solventes aquosos e
organicos, além de uma maior afinidade com materiais silicaticos (JACOB,
1975).

InUmeras sao as possibilidades de utilizagdo de moléculas
porfirinicas como, por exemplo, na preparagao de catalisadores (RADHA RANI
et al., 2005), na sua imobilizacdo em silica gel (PESSOA; GUSHIKEM, 1999),
entre outros. Neste contexto, a hematoporfirina também pode ser utilizada em
imobilizagdo em material silicatico poroso, MCM-41 e SBA-15 (TRYTEK et al.,
2012).

Algumas pesquisas envolvendo o material silicatico modificado com
moléculas de estruturas semelhantes a hematoporfirina tem se mostrado
promissoras como agente antifungico, no entanto pouco ha na literatura sobre
a acao de materiais porosos imobilizado com a macrociclo para esse principio.
No entanto materiais organicos contendo nitrogénio (azo) se mostram muito
eficazes na agao antifungica (BERGOLD; GEORGIADIS, 2004).
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Pensando nisso, este trabalho mostra a sintese de materiais
ordenados com estrutura hexagonal, MCM-41 e SBA-15, apresentando um
estudo de algumas metodologias para incorporacdo de hematoporfirina e

metaloporfirinas funcionalizadas com APTES, para posterior avaliacdo como
agente antifungico.
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2. Revisao Bibliografica

2.1 Silica:

Os sdélidos inorgéanicos do tipo silica, SiO,, sdo materiais amorfos e
constituem cerca de 60% da crosta terrestre, o atomo de silicio é capaz de se
ligar covalentemente a quatro atomos de oxigénio, formando assim uma
estrutura tetraédrica. De modo geral, as silicas s&o caracterizadas por
apresentarem uma baixa acidez de Bronsted e tem uma area especifica que
varia de 200 a 800 m?/g (PASCOA, 2011).

A silica € um polimero inorgéanico inerte e bastante resistente, e além
da area especifica possui uma certa porosidade, sendo assim € utilizada em
muitas aplicagbes tecnoldgicas, fabricacdo de vidros, isolantes térmicos,
materiais ceramicos, entre outros (PRADO et al., 2005).

Os grupos silanodis permitem a modificagdo quimica na superficie da
silica, sendo capazes de dar origem a novos materiais para novas aplicagoes,
e consequentemente materiais com propriedades especificas relacionadas as
espécies que estdo ligadas na superficie da silica (PRADO et al., 2005). As
silicas possuem uma superficie hidrofilica, capaz de adsorver fisicamente

moléculas de agua, devido a presenga de grupos silandis, Figura 1.
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Figura 1- Estrutura representativa da superficie da silica com
grupos silandéis associados por ligagées de hidrogénio, e moléculas de

agua adsorvidas.
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Na superficie da silica podem ser encontrados grupos silandis
isolados, Si-OH (1), silandis geminais HO-Si-OH (2), unidos por pontes de
siloxanos Si-O-Si (3), como pode ser observado na Figura 2.

A presenca de hidroxilas na superficie da silica a torna suscetivel a
adsor¢cao de moléculas de agua, assim dependendo da modificacdo que se
deseja realizar na superficie silicatica, a mesma pode ser submetida a um
tratamento térmico para ativa-la, o que consiste em uma desidratacdo para
eliminar a umidade presente, ou ainda uma desidroxilacdo da superficie a
temperaturas mais altas para ativar o material e assim a sua superficie tem a

presenga maior de silandis isolados e grupos siloxanos.

HO \ ()\\/

Figura 2- Esquema representativo da estrutura da silica com os
grupos silanol isolado (1), silanol geminal (2) e siloxanos (3).

Esse tratamento térmico consiste na eliminacdo das moléculas de agua
adsorvidas fisicamente na superficie da silica, podendo haver desidratagao,
desidroxilagdo e reidroxilacdo. Na desidratacdo ocorre a remocdo das
moléculas de agua a uma temperatura que varia de 25 a 150 °C. A partir desta
temperatura, ocorre a desidroxilacdo da superficie e o teor de hidroxilas diminui
a medida que a temperatura aumenta de 150 a 400 °C, havendo
predominantemente silandis isolados e siloxanos em 400 °C. Com a

reidroxilacdo é possivel fazer com que a superficie da silica volte a adsorver
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moléculas de agua. A reidroxilagdo pode ser realizada também com uma
solucdo aquosa de acido diluido, fazendo com que ocorra um aumento de
grupos silandis. (FARIAS, DE; AIROLDI, 2000)

2.2 Rota de sintese pelo método sol-gel:

Para a sintese de materiais micro e mesoestruturados, por exemplo,
MCM-41 e SBA-15, tem-se o processo sol-gel, utilizado desde 1939
(MANEESUWAN et al., 2013)(HIRATSUKA, et al., 1994). Esse método é muito
utilizado devido sua facilidade na homogeneidade, controle no tamanho das
particulas, sintese a baixas temperaturas, além de ser de baixo custo. As
principais desvantagens s&o o tempo de formag&o do material solido, que
geralmente é longo e a reprodutibilidade da sintese s6 € alcangada devido a
um controle minucioso das condi¢gdes experimentais adotadas (BENVENUTTI
et al., 2009).

O processo sol-gel é baseado em reagdes de polimerizagao
inorganica, nas quais sao utilizados precursores oriundos de sais inorganicos
ou alcoxidos metalicos dissolvidos em solvente organico (HIRATSUKA et al.,
1994).

A reagdo que ocorre no processo sol-gel se da, a partir da transigéo
das duas fases, sol = gel essas ocorrem durante a sintese, assim esses
sistemas podem ser coloidais ou poliméricos. O termo sol € atribuido para
definir a dispersao das particulas coloidais, variando a dimensao das particulas
entre 1 e 100 nm. Na etapa da condensagao ocorre a formagao de um gel, este
se refere a formagao de estrutura rigida de particulas coloidais (gel coloidal) ou
de cadeias poliméricas (gel polimérico) que imobiliza a fase liquida nos seus
intersticios.

Entdo, os géis coloidais s&o resultantes de particulas primarias,
Figura 3a, na qual s6 ocorre pela alteracdo apropriada das condigdes fisico-
quimicas da suspensao, ja os géis poliméricos sao preparados e a partir de
uma solugdo que e promove a polimerizacdo 3b. A gelatinizagcdo € um

processo intermediario para a formagao da rede polimérica, tanto com sistemas
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lineares quanto com os sistemas poliméricos (BENVENUTTI et al., 2009)
(HIRATSUKA et al., 1994).

I L
. my * Gelatinizagao

o
N\

Figura 3- Esquema da etapa de gelatinizagdao (a) de sistemas

coloidais e (b) de sistemas poliméricos. Adaptado de Hiratsuka et al. 1994.

Para a sintese de silicas pelo método sol-gel, onde ocorre a
transicao uma fase liquido para uma fase solido, sao utilizados precursores dos
componentes inorganicos que contém grupos alcéxidos de silicio e se baseia
na formacéo de uma rede polimérica inorganica por reagdes de gelatinizagao.
Essa caracteristica decorre do fato de que os precursores alcoxidos de silicio
apresentam cinética lenta nas reag¢des de gelificagcdo, sendo possivel interferir
no meio reacional de forma a idealizar as propriedades finais do material de
interesse, como tamanho e forma de particulas, volume e distribuicdo de
tamanho de poros, superficie especifica, etc.

As reagdes quimicas envolvidas na sintese de silicas pelo processo
sol-gel estao representadas nas Equagdes 1, 2a e 2b. (BENVENUTTI et al.,
2009).
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Si( OR), +H,0—= ( RO),Si- OH + ROH

——=SIiOH + OH - Si= —  » =——=Si-0-Si== *+H,0 2a
——=Si- OH + RO- S== » =—=Si-O-Si== +ROH 2b
Esquema 1.

Geralmente, as reag¢des com grupos alcoxidos de silicio oriundos de
precursores inorganicos sao lentas, sendo necessario o uso de catalisadores
acidos ou basicos. Na catalise acida ocorre a protonagdo do oxigénio ligado ao
silicio, Si-OH ou Si-OR, propiciando a saida de agua ou alcool,
consequentemente, facilitando o ataque nucleofilico ao silicio por moléculas de
agua, no caso da hidrolise, ou por grupos Si—OH no caso da condensagao.
Portanto, na gelificagdo as cadeias se ligam para formar geéis poliméricos, e
geralmente sdélidos amorfos, Figura 4a.

Por outro lado, quando se utiliza catalisador basico o ataque
nucleofilico ao silicio ocorre inicialmente por 'OH na hidrolise, e Si-O" na
condensacgao, assim o gel tende a formar particulas primarias esféricas, Figura
4b. Alguns fatores reacionais afetam a sintese pelo processo sol-gel, como o
pH, o solvente, o precursor inorganico, a temperatura da reagao, além da
concentragdo dos reagentes utilizados. (BENVENUTTI et al., 2009),
(HIRATSUKA et al., 1994).
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Figura 4- Esquema e imagem de microscopia eletrénica de
varredura de materiais silicaticos sintetizados pela rota sol-gel: (a)

catalise acida e (b) catalise basica.

2.3 Materiais silicaticos porosos:

A presenca de poros na superficie ou no interior de materiais
silicaticos possibilita a modificacdo do material através da imobilizacdo de
outras moléculas dentro dos poros. No entanto para se obter um material com
poros definidos, uma série de fatores reacionais sao importantes, como por
exemplo, o controle do tamanho das particulas formadas. Segundo a literatura,
a escolha do método de sintese e a quantidade de reagentes s&o essenciais
para a formacao desses poros, € a partir disso, sdo necessarias inumeras
caracterizagoes, definir o tipo de material silicatico que foi entdo obtido
(THOMMES et al., 2002).

De acordo com a IUPAC, os materiais podem ser classificados de
acordo com o didmetro de poros: microporosos (< 2nm), mesoporosos (2-50
nm) e macroporosos (> 50 nm) (PASCOA, 2011).

Os primeiros materiais ordenados foram descobertos nos anos 90
por Kresge e colaboradores, e em seguida patenteada pela empresa Mobil
Corporation®, denominando esse material como MCM (sigla em inglés para
Mobil Composition Matter) (KRESGE et al., 1992), (HUI, et al., 2006), (WANG,
et al., 2012). Os tipos mais conhecidos que se enquadram na familia M41S sao

MCM-41, MCM-48 e MCM-50, os quais possuem um ordenamento de poros
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hexagonal, cubico e lamelar, respectivamente, conforme mostrado na Figura 5.
(GRU et al., 1999).

MCM-41 MCM-48 MCM-50

Figura 5- Ordenamento dos materiais da familia M41S.

As silicas do tipo MCM-41 sao mesoporosas e possuem uma
elevada superficie especifica, de até 1400 m2/g, e uma uniformidade no
didmetro dos poros, que variam de 2 a 10 nm, (TRINDADE et al., 2012) (LUIGI
PASQUA, 2011). A MCM-41 possui um arranjo hexagonal de poros
unidimensionais. Nesse sentido, tem sido empregada em diversas areas,
(REDDY, et al., 2002) tais como a catalise (LI et al., 2011), modificagdo de
superficies silicaticas (YASMIN; MULLER, 2010), tratamento de agua para
adsorcao de metais (PUANNGAM; UNOB, 2008), carreador de farmacos,
(MANZANO et al., 2008), imobilizagdo de metaloporfirinas (SHI et al., 2011),
entre outros exemplos.

O processo de formacéao de estruturas do tipo MCM-41 envolve meio
basico, com pH = 9, utilizando um surfactante catidbnico como direcionador na
formacgao de poros na estrutura (KRESGE; ROTH, 2013).

De acordo com o mecanismo demonstrado na Figura 6, o material
mesoporoso do tipo MCM-41 €& obtido a partir da micela formada pelo
surfactante e o solvente (etanol e agua destilada), iniciando a formacéo da fase
cristal liquido. Assim, na rota (1) demonstrada acima, a formagéo do cilindro
micelar € a etapa em que a o cilindro micelar se forma a partir da adicido do
tetraetilortossilicato (TEOS) e do solvente, formando assim, uma parede
inorganica em torno do cilindro. Com a organizagao prévia da estrutura é obtida
entdo o ordenamento hexagonal, servindo como molde para o silicato. Na rota

(2) podera ocorrer a interagdo da micela com o precursor inorganico, TEOS, de
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forma direta, obtendo-se assim o silicato que formara a estrutura hexagonal.
Por ambas as rotas, o surfactante é eliminado por calcinagdo. (GONCALVES,
2006), (KRESGE; ROTH, 2013).

Ordenamento
. Hexagonal Silicato
Cilindro //.y_ 4

Micela Micelar y

a/_-\u

Figura 6- Mecanismo proposto por Kresge e colaborador para a
formacao de MCM- 41. (adaptada da referéncia Kresge, et al.; 2013).

Outro material silicatico que vem se destacando é a SBA, (Santa
Barbara Amorphous), especialmente a SBA-15, que possui algumas
semelhancas com a estrutura da MCM-41, como o método de sintese, a
estrutura hexagonal e o tamanho de poros. Diferenciam-se pela morfologia,
tamanho dos poros, area especifica, entre outros. A primeira sintese desse
material foi realizada por Zhao e colaboradores (ZHAO et al., 1998).

Materiais do tipo SBA-15, sdo caracterizados por possuirem uma
estrutura mesoporosa hexagonal, seus poros variam de 2 a 30 nm, além de
apresentar uma area especifica de 690 a 1040 m2/g. Este material necessita de
um controle maior dos parametros reacionais durante a sintese. Além disso, o
produto apresenta uma boa estabilidade térmica quando comparada a MCM-
41 (ZHAO et al., 1998) (CHONG; ZHAO, 2003).

A sintese desse material é diferente daquela relatada anteriormente
para a MCM-41. A sintese da SBA-15 emprega meio acido, geralmente pH < 2,
e como direcionador de estrutura € utilizado um copolimero em bloco, cuja
escolha desse depende do tipo de material que quer se obter. No caso de
formar SBA-15, se faz necessario o uso do P123, composto de um bloco
central de poli(éxido de propileno)- PO- e blocos terminais de poli (6xido de
etileno)- EO-, Figura 7 (ZHAO et al., 1998)(SUN et al., 2005).
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H-EI]CH-.{LH-. CH,CH CH;CH-.D H
CHs

P-123: ED:;]PU?[}FHH]

Figura 7- Estrutura do surfactante polimérico, P123. (adaptado
de SUN et al., 2005)

A Figura 8 apresenta o mecanismo de formacédo do material do tipo
SBA-15, que ocorre quando o surfactante polimérico € dissolvido em uma
solucdo acida, com temperatura de 40 a 50 °C, para a formacado da micela.
Com a fase da reacado em estado liquido é adicionado o TEOS para a formacéao
das particulas inorgénicas, no meio reacional encontra-se entao a fase liquida
e as particulas silicaticas. Por fim, a mesma fase €& submetida aos
procedimentos de aquecimento, filtragdo, secagem e calcinagdo, para a
obtencao da SBA-15.

Calcinagao

Micela Tub o Arranjo
8 1% 55:0 — — & &0
cf%jg 3 : 4
SAK SBA-15
Figura 8- Mecanismo de obtencao da SBA-15 proposto por Zhao
e colaboradores. (Adaptado de Zhao, et al 1998).

Muitos estudos abordam o uso de SBA-15 em diferentes ramos da
pesquisa, como materiais adsorventes (ESPARZA et al., 2005), catalisadores
heterogéneos (AIDER et al.,, 2014) (MOHAMMADI ZIARANI et al., 2015),
sensores eletroquimicos (BOUAZIZI et al., 2015), imobilizagcdo e modificagdo
da sua superficie (ESPINOSA et al., 2007), (BORDONI et al., 2015).
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Estruturas silicaticas que possuem um ordenamento, como MCM-41
e SBA-15, podem ser caracterizadas por difracdo de raios-x de pd. A técnica
permite a determinacdo da estrutura de materiais cristalinos. No caso de
materiais silicaticos, essa determinacéo se da através dos picos referentes aos
planos cristalograficos, observados nos difratogramas, gerados na analise.
Com a identificacdo desses planos e auxiliados pela Lei de Bragg (Equacéao 1),
podemos relacionar o angulo de difragdo com a distancia entre os planos no
espacgo reciproco, e atribuir assim ao material o seu ordenamento (DAVID et
al., 2006).

ni= 2dpx senby (Equacéao 1)

n= numero inteiro
A= comprimento de onda dos raios- x incidentes
d= distancia interplanar

0= angulo de incidéncia da radiag&do sobre o plano

Os planos cristalograficos sao representados pelos indices de
Miller, hkl. Cada sistema cristalino associa esses indices a distancia interplanar
(d) e aos parametros da cela unitaria (a). A distancia entre os planos de atomos
pode ser obtida a partir de uma amostra solida em pd, no caso dos materiais
silicaticos ja mencionados. A distancia entre os atomos de um mesmo plano
aumenta com o aumento dos valores dos indices de Miller. Utilizando-se estes
indices, & possivel calcular a distancia interplanar dny, levando em
consideragao os parametros de cela (a) e o sistema cristalino. Para o calculo
da distancia interplanar real (d.q) (Equagdo 2), utiliza-se o resultado obtido na

Equacéo 1, para a distancia interplanar no espaco reciproco.

dpki= a (Equacéo 2)
(h2+ k2+ I2)112

Materiais ordenados apresentam picos que representam esses

planos cristalograficos caracteristicos. Por exemplo, materiais que apresentam
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na estrutura de poros uma cela unitaria hexagonal possuem um padrdo de
picos havendo um pico muito intenso com angulo 26 baixo, atribuido ao plano
(100), e outros trés picos que podem ser observados em angulos maiores,
atribuidos ao planos (110), (200) e (210). Este ultimo plano é representado por
um pico muito fraco, e raramente é observado (PASCOA, 2011).

A Figura 9 apresenta os difratogramas de raios-x em po
caracteristicos de amostras com ordenamento de poros hexagonal, MCM-41 e
SBA-15.

8 hk! = hki

T 100 100
110 0 110
200 - | 200

L]
=3
Intensidade (u.a.)

Intensidade (u.a.)

20 20
(a) (b)
Figura 9- Difratogramas de materiais ordenados (a) MCM-41 e (b) SBA-15.
(adaptado de Kresge et al. 1992 e Zhao et al., 1998).

Os difratogramas mostrados na Figura 9 apresentam, além dos
planos cristalograficos, as disténcias interplanares onde usualmente os picos
s&o observados (KRESGE et al., 1992)(ZHAO et al., 1998).

Além do perfil de difracdo de raios-x em po, a MCM-41 e a SBA-15
apresentam uma morfologia diferente, conforme mostrado na Figura 10
(WANG, L. et al., 2012)(RIVERA-JIMENEZ et al., 2010).
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(b)
Figura 10- Micrografias dos materiais porosos, (a) MCM-41 e (b)
SBA-15. (WANG, L. et al., 2012)(RIVERA-JIMENEZ et al., 2010).

De acordo com as micrografias apresentadas acima, os materiais
estruturados do tipo MCM e SBA mostram morfologias diferentes. A MCM-41
apresenta usualmente aglomerados de particulas esféricas de tamanhos
diferentes. Ja a SBA-15 apresenta uma morfologia de poligonos regulares com
tamanho de particulas geralmente uniformes (MANZANO et al,
2008),(BOUAZIZI et al., 2015).

2.4 Hematoporfirina e metaloporfirinas:

As porfirinas sdo uma classe de compostos aromaticos, constituidas
de um centro tetrapirrdlico, capaz de coordenar metais de transicdo. Sua
descoberta foi em 1912, sugerida por Kuster (CHOU et al., 2000), no entanto
nao foi aceita perante outros pesquisadores, s6 em 1929 essa estrutura foi
provada através da sintese de hemina (SILVA; CAVALEIRO, 2002).

Desde a segunda guerra mundial, os quimicos tém procurado
metodologias mais eficientes para a sintese de porfirinas de forma a
compreender como esses compostos sao biossintetizados e como atuam no
meio biologico. Com o advento das porfirinas sintéticas, as potenciais
aplicagdes em medicina, em catalise e em outras areas tornaram-se possiveis
(SILVA; CAVALEIRO, 2002).
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O anel macrociclico da porfirina apresenta um carater hidrofilico no
centro, conferido pela presenca dos atomos de nitrogénio que doam pares de
elétrons para os ions metalicos. Por outro lado, a parte externa da estrutura
apresenta um carater hidrofébico que protege o sitio ativo metalico de reacdes
nao desejadas no meio bioldgico. A estabilidade do composto é resultante da
formagao de um complexo do tipo quelato (FARIAS, 2009).

Em meio bioldgico, os complexos de porfirina sdo responsaveis por
armazenamento e transporte de oxigénio, absor¢cao de luz e transporte de
elétrons no processo de fotossintese. Essas propriedades aprimoraram a
utilizagdo do macrociclo em aplicagdes n&o bioldégicas, como 0s processos
dependem das interacbes envolvidas com a molécula de porfirina, entre ela
mesma ou outro material na qual a mesma possa estar imobilizada, por
exemplo, estudos de armazenamenteo de energia solar, sensores na detecgao
de O,. Seu campo de aplicacdo é muito vasto, podendo ser utilizadas em
terapia fotodinamica (TFD), como sensores em dispositivos eletrénicos (WIEHE
et al., 2005). Além disso, a possibilidade de coordenagdao com metais de
transicao possibilita sua utilizacdo como catalisadores, além de serem muito
utilizados na eletroquimica. (TEMELLI; UNALEROGLU, 2009), (DEDA et al.,
2009)(CHOU et al., 2000).

O anel macrociclico planar pode ancorar uma variedade de metais e
pode ser quimicamente funcionalizado a fim de ajustar a solubilidade, além de
evitar a agregagdo quimica que reduz o potencial de aplicagdo do material,
(BALAZ et al., 2005).

A Figura 11 apresenta a estrutura da porfirina e a Figura 12, as

estruturas da hematoporfirina e da protoporfirina-IX.
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Figura 11- Estrutura da porfirina com as posi¢coes dos

substituintes.

A Figura 11 mostra a estrutura geral da porfirina, na qual podem ser
observadas as posicdes numeradas dos substituintes do anel: quando os
atomos de hidrogénio dos atomos de carbonos das posi¢des 5, 10, 15 e 20 do
anel porfirinico sdo substituidos, sdo denominadas mesoporfirinas e quando os
atomos de hidrogénio substituidos sao aqueles das posi¢des 2, 3, 7, 8, 12, 13,
17 e 18, que recebem a denominacdo de carbonos-B, as porfirinas sao
denominadas (3 substituidas(JACOB, 1975) (SMITH, 1997).

Dentre a classe de compostos porfirinicos tem-se a hematoporfirina
(HP) que é derivada da protoporfirina IX (Pp 1X), Figura 12 (YANG et al., 2013).

OH
OH s

HOOC COOH HOOC COOH
(a) (b)

Figura 12- Estruturas da hematoporfirina (a) e protoporfirina-IX

(b).

A protoporfirina é de origem natural, constituinte da hemoglobina,

ambas possuem o interior hidrofilico e o exterior hidrofébico (FARIAS, 2009). A
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hematoporfirina e a protoporfirina IX diferem em relagao aos substituintes ao
redor do anel tetrapirrdlico. Sendo assim, tem-se uma afinidade maior da
hematoporfirina com a superficie hidrofilica de materiais porosos inorganicos,
como a silica, devido a presenca de hidroxilas.

A hematoporfirina desperta grande interesse devido a sua
comercializacdo ser de baixo custo quando comparada a protoporfirina IX, por
exemplo. Sendo assim, diversos pesquisadores apostam em novas aplicacoes.

As propriedades fotofisicas da HP dependem fortemente do seu
estado de agregacéo, acarretando na diminui¢do da eficiéncia do material para
as aplicagdes em TFD, por exemplo (UCHOA, 2007), (JACOB, 1975).

De modo geral, as porfirinas apresentam um grupo cromoforo
responsavel pela cor caracteristica, vermelho intenso, e envolvem transi¢cdes
eletrénicas, na qual é capaz de absorver energia na regido do ultravioleta-
visivel, originando assim um espectro. Essa molécula possui um unico grupo
cromoforo, que esta situado no centro da molécula, e apresenta transicoes
fortes de natureza = > = na regido dos 400 nm conhecida como banda de
Soret ou banda B, e outras quatro bandas Q na regido do visivel, cuja baixa
intensidade indica que se trata de transi¢cdes eletrénicas proibidas. Estas
bandas sdo numeradas por algarismos romanos, em ordem crescente de
comprimento de onda, ou decrescente de energia. (DOLPHIN, 1983) Quando
as moléculas de porfirinas sdo coordenadas a metais, as quatro bandas Q sao
convertidas em duas, denominadas o e f.

No centro do anel porfirinico, dois nitrogénios pirrélicos sao
doadores de pares de elétrons, os outros dois sao classificados como N-
piridinicos, resultando no anel tetrapirrélico, uma vez que os elétrons estao
deslocalizados, devido ao tautomerismo da molécula, o que possibilita a
coordenacdo metais de transicdo com tamanho adequado para a formacao
das metaloporfirinas. As metaloporfirinas sdo geradas quando um ion metalico
ocupa o centro da cavidade da porfirina, coordenando-se através dos pares de
elétrons nos atomos de nitrogénio da porfirina base livre e substituindo os dois
atomos de hidrogénio de dois nitrogénios pirrélicos (NETA, 2001)(CHOU et al.,
2000).
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Segundo a literatura, a complexidade da molécula de porfirina e a
rota na qual foi adotada para estudos, como modificagdo de substituintes e
coordenagdo com o anel tetrapirrolico, ha uma grande probabilidade de a
molécula formar agregados (Xl et al., 2007). Esses agregados podem afetar o
desempenho da molécula na eficacia da sua aplicagcdo, podendo assim
modificar a estrutura do seu estado eletrbnico, alterando também as
caracteristicas dos seus estados espectrais e energéticos. Esse processo de
agregacdo ¢é afetado pelas condicbes adotadas para a sintese da
macromolécula, como a escolha do solvente, concentracido de porfirina,
temperatura e pH, além da mesma interagir com outras moléculas envolvidas
no meio reacional (Xl et al., 2007).

Basicamente, o mecanismo de agregagdo ocorre através de
interagcdes intermoleculares, podendo ser eletrostaticas, ligacdes de hidrogénio,
ou ainda interagdes eletronicas do tipo n-n. No entanto, essas interagdes sao
fracas quando comparadas a ligagbes covalentes, mesmo assim os agregados
podem afetar a estabilidade da molécula, bem como a aplicagao final das
porfirinas. Além disso, a molécula € plana apresentando uma deslocalizagao
eletrbnica, e permite interacbes do tipo =n-stacking entre as moléculas
aromaticas, associando assim a agregados empilhados (BRAGA et al., 2014),
(Xl et al., 2007).

Diante disso, a orientagao vetorial dessas unidades de agregados
pode entdo influenciar nas diferengas de energia e probabilidades de transi¢cao
dos elétrons, do estado fundamental para o estado excitado. A Figura 13
apresenta essas orientagdes, sendo do tipo H os agregados ditos empilhados,
e do tipo J, agregados lado a lado. Quando ocorre agregagao do tipo H, ha um
deslocamento da banda para maior energia, atribuindo-se assim um
deslocamento hipsocrémico. Ja para o agregado do tipo J a transi¢ao produz
um deslocamento para menores energias, um deslocamento batocrémico
(BRAGA et al., 2014).
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Figura 13- Geometria dos agregados do tipo H e do tipo J.

25 Métodos de imobilizagcdo de hematoporfirina e

metaloporfirina em materiais porosos:

A imobilizacado de moléculas organicas em suportes inorganicos
como MCM e SBA tem favorecido muito as aplicagbes desses materiais em
diversos ramos da ciéncia. Com relagdo a imobilizagdo, alguns métodos séo

estudados:

» Meétodo de impregnacao;
» Meétodo de ligante flexivel;
» Meétodo da sintese template;

» Meétodo de enxerto ou ancoramento em materiais porosos;

O método de impregnacdo e o método de ligante flexivel ocorrem
em conjunto, ocorre primeiramente uma troca ibnica para que as moléculas de
interesse fiquem impregnadas nos poros do suporte. No caso da molécula de
interesse ter dimensdes maiores que o poro, se utiliza o método da sintese
template, que consiste na adicdo da molécula durante a sintese, no entanto a
etapa de calcinagdo do material puro ndo é a realizada, sendo necessarios
outros meios de sintese do material inorganico.

No método de ancoramento, a imobilizagdo ocorre de forma mais
eficaz, devido a cavidade dos materiais porosos serem mais suscetiveis a
insercdo de moléculas organicas no interior do poro. No caso de imobilizar
metais, 0 mesmo pode ser realizado durante a sintese do material silicatico
(PARIDA et al., 2010).

Diante disso, o ancoramento se torna uma vantagem na imobilizagao

de hematoporfiina em materiais porosos, podendo ocorrer uma
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funcionalizagcédo através de ligagdes covalentes na superficie ou nos poros do
material (LI et al., 2006). No entanto, essa imobilizagdo pode ocorrer de
diversas formas, dependendo da interagdo das moléculas orgénicas com o
material poroso. Por exemplo, a partir de ligagbes de hidrogénio proveniente
das hidroxilas presentes na estrutura da molécula organica. Uma limitagédo
deste método para o ancoramento da porfirina poderia ser a cauda da
hematoporfirina, a qual € constituida por uma cadeia hidrocarbénica com um
grupo funcional de acido carboxilico na extremidade.

A superficie levemente acida da silica nao é totalmente favoravel
para promover o ancoramento da molécula de porfirina, sendo assim pode
haver a necessidade de adicionar outra molécula para que a interagcdo com a
silica seja mais efetiva. Neste caso, pode ser adicionado agente
compatibilizante, como o aminopropiltrietoxissilano (APTES), que vai
funcionalizar a molécula de hematoporfirina para facilitar sua imobilizagcdo na
estrutura silicatica (BOLZON et al., 2013).
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral:

Imobilizar hematoporfirina e metaloporfirina funcionalizadas com
APTES em estruturas silicaticas do tipo MCM-41 e SBA-15.

3.2 Objetivos Especificos:

» Sintetizar um material silicatico do tipo MCM-41 e SBA-15 pela rota sol-
gel;

» Funcionalizar a molécula de hematoporfirina com APTES;

» Realizar a metalacdo da hematoporfirina com cobre;

» Imobilizar as moléculas funcionalizadas e/ou metaladas nos materiais
silicaticos MCM-41 e SBA-15;

» Caracterizar as amostras funcionalizadas, metaladas e imobilizadas;

» Avaliar o material imobilizado como agente antifungico.
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4. Materiais e Métodos:

4.1 Materiais:

Para a realizagdo deste trabalho foram utilizados os seguintes
reagentes: tetraetilortossilicato-98% (TEOS) (Sigma-Aldrich), Brometo de
hexadeciltrimetilamonio-98% (C16TMABT) (Sigma-Aldrich), 3-
aminopropiltrietoxisilano-98% (APTES), (Sigma-Aldrich), Alcool Etilico-99,5%
(Synth), H20O Milli-Q (Millipore), Hidroxido de amdnio — 27% (NH4OH) (Synth),
acido cloridrico (HCl) (Synth), Dimetilformamida (DMF) (Synth),
Poli(etilenoglicol)-B-Poli(propilenoglicol)  (P-123)  (Sigma-Aldrich),  Acido
Fluoridrico — 40% (Synth), Acido Nitrico bidestilado (Synth), Peréxido de
Hidrogénio — 30% (Synth), H,O deionizada, Nitrato de cobre tri-hidratado-98%
(Cu(NO3)2.3H20) (Sigma-Aldrich).

4.2 Metodologia:

O trabalho experimental esta dividido em trés etapas, a primeira
consiste na sintese dos materiais porosos, MCM-41 (secdo 4.2.1) e SBA-15
(secéo 4.2.2), ambos utilizando a rota sol-gel.

A segunda etapa descreve as metodologias para a funcionalizagao e
metalagdo de hematoporfirina (seg¢ao 4.2.3).

A terceira etapa experimental se refere a imobilizagdo de
hematoporfirina funcionalizada e/ou metalada em material poroso (segdo
4.2.4).

4.2.1. Sintese da MCM-41:

A sintese da MCM-41 foi realizada pelo método sol-gel e baseada na
literatura (GRU et al., 1999). Para esse procedimento foram utilizados os
reagentes: TEOS como precursor da silica, o surfactante C{sTMABr como

agente direcionador para a formagao dos poros, agua Milli-Q, etanol absoluto e
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catalisador basico NH4OH. A razido molar e os volumes utilizados estio

mostrados na Tabela 1.

Tabela 1- Razao dos reagentes utilizados na sintese da MCM-41:
Reagentes TEOS CiTMABr NH, OH H.0 EtOH
Razao Molar 1 0,3 11 144 69,95

Primeiramente, o surfactante foi dissolvido em agua Milli-Q, etanol e
hidroxido de amoénio. Deixou-se agitando por um periodo de 15 minutos. Apés
este periodo, foi adicionado o TEOS gota a gota a fim de formar o precipitado.
Deixou-se agitando por um periodo de 2 horas. O sdlido formado foi filtrado a
vacuo, lavado com agua Milli-Q e etanol, submetido a secagem em estufa a
100 °C durante a noite e calcinado a 550 °C durante 5 horas para remoc¢ao do
surfactante. O material foi pesado depois da estufa, e apdés a calcinacao, 3,
0395 g e 1,9589 g, respectivamente. O material foi submetido a caracterizagao

estrutural, textural, morfologica e natureza da superficie.

4.2.2 Sintese da SBA-15

Para a obtencdo de SBA-15, utilizou-se a metodologia adaptada da
literatura (ZHAO et al., 1998). Na qual se utilizou TEOS como precursor de
silica e o surfactante P-123 como agente direcionador da estrutura, em meio
acido com uma solucéo de acido cloridrico 2 M. Para essa sintese o polimero,
P-123, foi dissolvido em meio a solugdo acida, deixando sob agitacéo
constante por 1 hora. TEOS foi adicionado gota-a-gota e deixou-se reagir 24
horas a 40 °C.

A mistura reacional foi submetida a aquecimento em estufa, durante
a noite a 80 °C para favorecer a precipitacédo do material silicatico. Seguindo, o
material foi filtrado a vacuo e lavado abundantemente com H,O destilada e
submetido a secagem em estufa a 100 °C durante a noite, e calcinado a 550 °C
por 5 horas. Pesou-se o material apos a secagem em estufa e logo depois da

calcinagao 5,74 g e 2,92 g, respectivamente. O material obtido foi caracterizado



43

quanto as propriedades estrutural, textural, morfolégica e natureza da

superficie.

Tabela 2- Razao dos reagentes utilizados na sintese da SBA-15:
Reagentes TEOS P-123 HCI
Razao molar 1 0,0017 2M

4.2.3 Metodologia para a funcionalizagdo e metalagcdo de hematoporfirina

Nesta se¢do sera descrita a etapa de funcionalizagdo e metalacao
de hematoporfirina, utilizando o APTES como agente da funcionalizagdo e uma

razao de HP: APTES de 1:8. Na etapa de metalacgao foi utilizada a razédo 1:1.

4.2.3.1 Funcionalizagdo de Hematoporfirina: (HP: APTES)

Pesou-se cerca de 0,008 g (1,34x 10° mol) de hematoporfirina e
dissolveu-se em 5 mL de DMF, retirou-se uma aliquota para analise em UV-
Vis, e apo6s adicionou-se 25 L de APTES. A reagao foi mantida sobre agitagao
constante e auséncia de luz por 24 horas, com acompanhamento de UV-Vis,
durante 1, 2 e 24h de reacdo. O Esquema 3 mostra a reagdo e estrutura

desejada.
OH
OH OH
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Esquema 3.
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4.2.3.2 Metalagdo de hematoporfirina: (HP: Cu2+)

Pesou-se cerca de 0,008 g (1,34x 10 mol) de hematoporfirina e
dissolveu-se em 5 mL de DMF, retirou-se uma aliquota para analise em UV-
Vis, e apos adicionou-se 0,0033 g (1, 33x 10° mol) de nitrato de cobre tri-
hidratado. A reag&o foi mantida sobre agitagdo constante e auséncia de luz por
24 horas, com acompanhamento de UV-Vis durante 1, 2 e 24h de reagdo. O

Esquema 4 mostra a reagao e estrutura desejada.

OH OH
OH OH

CU(NO3)2.3.H20/DMF

o)
OH Ho OH HO

Esquema 4.

4.2.3.3 Metalagéo e funcionalizagdo de hematoporfirina: (HP: Cu?:
APTES)

Pesou-se cerca de 0,008 g (1,34x 10 mol) de hematoporfirina e
dissolveu-se em 5 mL de DMF, retirou-se uma aliquota para analise em UV-
Vis, e apos adicionou-se 0,0033 g (1, 33x 10®° mol) nitrato de cobre tri-
hidratado. Deixou-se reagir por 2 horas, ap6s adicionou-se 25 uL APTES. A
reacao foi mantida sobre agitagdo constante e auséncia de luz por 24 horas,
com acompanhamento de UV-Vis durante 1, 2 e 24h de reagdo. O Esquema 5

mostra a reagao e estrutura desejada.
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4.2.4 Imobilizagdo de hematoporfirina funcionalizada e/ou metalada

em material poroso:

A partir da etapa de funcionalizacdo e metalagdo de
hematoporfirina, foi realizada a imobilizacdo das mesmas em material poroso,
MCM-41 e SBA-15.

4.2.4.1 Imobilizagdo de hematoporfirina e metaloporfirina em

material silicatico poroso:

Neste subitem sera relatado o procedimento para a imobilizacao
de hematoporfirina e metaloporfirinas funcionalizadas ou n&o, em material
poroso, para tal pesou-se 0,5 g de material poroso, adicionou-se 5 mL do
solvente DMF e 500 uL de HP funcionalizada e/ou metalada com cobre,
deixou-se sob agitagao constante por 4 horas.

Em seguida o material foi filtrado a vacuo e lavado com o mesmo
solvente abundantemente. Foi realizado UV-Vis da ultima aliquota de lavagem,
para verificar que a imobilizacao foi efetiva. O material filtrado foi submetido a
secagem em estufa a 60 °C por toda noite.

A tabela 3 apresenta o material silicatico, e a denominacdo de cada

amostra realizada na imobilizagdo do material poroso.
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Tabela 3- Relagcdao das amostras imobilizadas em material

poroso:
Material Poroso Amostra (HP) Denominagao
MCM HP:APTES MCM(HP:APTES)
MCM HP:Cu? MCM(HP:Cu?")
MCM HP:Cu*:APTES  MCM(HP:Cu?":APTES)
SBA-15 HP:APTES SBA-15 (HP:APTES)
SBA-15 HP:Cu? SBA-15 (HP:Cu?")
SBA-15 HP:Cu?*:APTES SBA-15(HP:Cu?":APTES)

O Esquema 6 apresenta de modo representativo a reagao da
hematoporfirina com APTES interagindo com a superficie da silica, no
processo de imobilizagdo, no caso da reagcdo metalada o metal esta
coordenado no centro, como ja foi mostrado anteriormente nos Esquemas 4 e
5.

)
o)
OH Ko H/
./0\/

Superficie Silicatica

Esquema 6.

4.2.4.2 Imobilizagdo de hematoporfirina em material silicatico poroso
com posterior adicdo de metal:
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Pesou-se 0,5 g de material poroso, adicionou-se 5 mL de solvente
DMF e uma aliquota de 500 pL de HP, com concentragdo de 2,81x 10 mol. L™
funcionalizada (HP: APTES), deixou-se sob agitagdo constante por 4 horas.
Apds o material foi filtrado a vacuo e lavado com o mesmo solvente
abundantemente. Foi realizado UV-Vis d e uma aliquota da ultima lavagem. O
material filtrado foi submetido a secagem em estufa a 60 °C, durante toda a
noite. Apoés, ao material seco foi adicionado 0,0033 g nitrato de cobre tri-
hidratado, diluido com 5 mL de DMF, obedecendo a razdo molar de 1:1
(HP:Cu?*). A denominacdo das amostras foi a seguinte: MCM (HP: APTES)+
Cu* e SBA-15 (HP: APTES)+ Cu?".

4.2.5 Procedimento para avaliagdo antifungica do material

imobilizado:

Primeiramente foram pesadas as quantidades necessarias, 20g de
glicose, 10 g de peptona e 18 de agar num béquer e adicionou-se 1000 mL de
agua destilada, deixou em agitagdo constante até a completa dissolugao. Apos
a dissolugdo o meio de cultura foi transferido para um erlenmeyer, colocado
uma rolha e envolver a mesma com papel aluminio.

O meio de cultura e as placas petri foram autoclavados, apds a
esterilizacdo, o meio de cultura, preparado em micro-ondas, foi distribuido em
placas de petri. Apds a solidificacdo, foi espalhada uma solugcdo contendo o
fungo sobre o meio de cultura em condi¢des assépticas, fez o branco do fungo,
e foram testadas amostras contendo hematoporfirina e metaloporfirinas e/ ou
funcionalizadas imobilizadas em material poroso do tipo SBA-15. Essas foram
adicionadas no centro da placa e colocadas em estufa a 39°C. Os testes foram
supervisionados durante uma semana. O método utilizado foi por halo de
inibicdo, os esporos de fungo foram colocados na placa por alga de platina, e
logo em seguida a amostra. Os fungos testados foram: Penicillium citrinum e
Aspergillus oryzae.

Esses testes foram realizados na UFRGS, sob supervisao da Prof.

Dr?. Roberta Bussamara.
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4.3 Instrumentacgao para caracterizagao:

4.3.1 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
acoplado: (FT-IR)

A técnica de FT-IR foi realizada para analisar a natureza da
superficie das amostras. Os espectros das amostras foram obtidos por
espectroscopia na regidao do infravermelho utilizando um equipamento da
marca SHIMADZU, modelo IR-Prestige 21.

Esses espectros foram obtidos no modo absorbancia, no intervalo de
4000-500 cm™, utilizando 32 varreduras e uma resolucdo de 4 cm™. As
amostras em po6 foram preparadas pelo método de pastilhas utilizando KBr na
propor¢do 5 mg de amostra para 100 mg de KBr previamente seco. As
amostras liquidas foram realizadas por analise direta em cristal de KBr. Essa

caracterizacao foi realizada na Central Analitica do CCQFA-UFPel.

4.3.2 Espectroscopia de Ultravioleta- Visivel (UV-Vis) (amostras

Liquidas):

As aliquotas contendo as amostras de hematoporfirina e das
metaloporfirinas e/ ou funcionalizadas, utilizando o mesmo solvente da reacéo,
DMF, foram analisadas por UV- Vis de liquido a fim de observar as bandas de
absorgao caracteristicas. Os espectros de absor¢éo na regido do ultravioleta-
visivel foram obtidos utilizando um espectrofotdmetro UV-Vis da PerkinElmer,
modelo Lambda 25. Para essa analise, utilizou-se o modo varredura, com
intervalo de comprimento de onda de 200-800 nm e velocidade de varredura de
240 nm/min. Essa caracterizacao foi realizada na Central Analitica do CCQFA-
UFPel.

4.3.3 Espectroscopia de Refletancia Difusa no Ultravioleta- Visivel
(UV-Vis- DRS) (amostras sdlidas):
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A fim de observar as bandas caracteristicas de absorcdo da
hematoporfirina e metaloporfirina e/ ou funcionalizadas e imobilizadas em
material poroso, realizou-se a espectroscopia molecular no UV-Vis no estado
sélido, na qual cerca de 0,05 g de amostra foram dispersas em uma célula de
quartzo. [Essas amostras foram analisadas de forma direta em
espectofotbmetro Varian (modelo Cary 100) com acessorio DRA-CA-301,
acoplado para analise no modo refletancia difusa, na UFRGS. Os espectros
foram obtidos em temperatura ambiente, com faixa espectral de 200- 800 nm,

com velocidade de varredura de 240 nm/ min.

4.3.4 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV):

Esta técnica foi realizada para analisar as propriedades morfolégicas
das amostras. A morfologia das amostras foi visualizada utilizando um
microscopio de varredura eletrdnica da marca JEOL, modelo JSM 6610LV. Foi
incidido sobre as amostras um feixe de elétrons com voltagem de aceleragao
de 10kV. As imagens foram obtidas com magnificacdo de 5000x.

Para a preparacao, utilizou-se uma quantidade minima de amostra.
Estas foram colocadas em eppendorf com etanol P.A. e sonicadas em
ultrassom da marca Ultra Cleaner, modelo USC-800 A, por 30 minutos. Em
seguida, com o auxilio de uma micropipeta, duas aliquotas de 10 pyL foram
adicionadas sobre a fita de cobre junto ao stub de aluminio e metalizadas com
ouro pelo método sputtering por 120 segundos, utilizando uma corrente de 20
mA em um metalizador da marca Denton Vacuum, modelo DeskV. Esta técnica
de caracterizagdo foi realizada no Centro Especializado em Microscopia
Eletrénica na Fundacgao Universidade de Rio Grande, CEME-FURG.

4.3.5 Microscopia Eletrénica de Transmiss&o (MET):

Para se observar os canais formados pelos poros hexagonais do
material poroso sintetizado, foi realizada a técnica de microscopia eletrbnica de

transmissao. Para esta foi utilizado o equipamento MET de 120 KeV, marca
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JEOL e modelo JEM 1400. A analise foi realizada utilizando um grid coberto
com carbono, na qual as amostras foram previamente preparadas utilizando
um ultrassom da marca Ultra Cleaner, modelo USC-800 A, por 30 minutos com
solvente etanol P.A. para desagregar as particulas do sdlido de interesse, em
seguida com auxilio da micropipeta foram adicionados uma gota de 10 puL
sobre o grid.

Esta técnica de caracterizagao foi realizada no Centro Especializado
em Microscopia Eletrbnica na Fundacao Universidade de Rio Grande, CEME-
FURG.

4.3.6 Difragcdo de Raios- x em po (DRX):

Analises estruturais das silicas foram obtidas por um difratbmetro de
raios- x da marca Siemens, modelo D500, usando como fonte de raios- x 0 Kq
do Cu (A = 0,154056 nm), e um gerador de tensdo e de corrente de 40kV e
1,75mA, respectivamente. Essa caracterizag&o foi realizada em dois centros,
no Instituto de Fisica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, IF-
UFRGS, e na Fundacao Universidade de Rio Grande, CEME-Sul-FURG.

4.3.7 Fisissorgdo de No:

As propriedades texturais, superficie especifica, didametro de poros e
volume de poros, foram analisados por fisissorcado de N, e obtidas na
temperatura de ebulicdo de Ny liquido, usando um equipamento Tristar Il 3020
Kr Micromeritics. As amostras de silica pura, MCM- 41 e SBA-15 foram
previamente degasadas a 120 °C por 10 horas, ja para as amostras
imobilizadas foi utilizada a temperatura de 60 °C, no mesmo tempo.

A area especifica foi determinada usando-se o método BET
multiponto. As curvas de distribuicdo de poros foram obtidas usando-se os
métodos BJH (Barret, Joyner, and Halenda) para mesoporos e DFT (Density

Functional Theory) para microporos. As medidas foram realizadas no
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Laboratério de Sodlidos e Superficies (LSS) da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS).

4.3.8 Espectrometria de Emissdo Atémica com Plasma Induzido por
micro-ondas (MP-AES):

As determinacbes de cobre foram realizadas utilizando
espectrometro de emissado atdmica com plasma induzido por micro-ondas, MP-
AES 4200 da Agilent Tecnologies (Melbourne, Australia), equipado com uma
camara de pulverizagdo ciclénica de vidro de dupla passagem (Agilent
Technologies, Melbourne, Australia). O nitrogénio utilizado €& extraido do ar
atmosférico usando um gerador de nitrogénio (4107 Nitrogen Generator -
Agilent Technologies, Melbourne, Australia).

O alinhamento da tocha e calibragdo do comprimento de onda de
cada elemento foi realizado utilizando uma solugdo de calibragdo em meio
acido semelhante as amostras e otimizados automaticamente pelo instrumento
com o MP Expert Software (versdo 1.5.1.0, Agilent Technologies, Melbourne,
Australia).

Para verificacdo da exatiddo do método foi realizado teste de
recuperacao com adicdo de concentracao intermediaria a curva de calibracao
para o Cobre.

Primeiramente foi preparada a curva de calibragdo, utilizando 2 mL
da solugéo estoque de cobre (Merck, Darmstadt, Germany), com concentragéo
de 1000 mg. L', com variacéo de pontos de 0; 0,5 ; 1; 2; 3,5 e 5 ppm.

As amostras foram preparadas pelo método de micro digestdo, no
qual cerca de 1 mg da amostra foi colocado em eppendorfde 2 mL, junto a 15
pL de acido fluoridrico (HF 40% (v/v)), 15 pL de acido nitrico (HNO3; 65% (v/v))
e por ultimo 7,5 pyL de peroxido de hidrogénio (H2O2 30 % (v/v)). Em seguida,
as amostras foram colocadas, uma de cada vez, em um porta amostra de
isopor, no interior do micro-ondas também foi colocado um béquer de 250 mL
contendo agua para ocorrer a absorgado de parte da radiagdo, em virtude da

massa da amostra ser muito pequena. O micro-ondas da Panasonic®, na



52

poténcia 5 (800W) e tempo de 120 segundos. Apos a digestdo em micro-
ondas, foram adicionados 39 pL de acido borico (H3zBO3).

Essa analise foi realizada no Laboratorio de Metrologia Quimica-
CCQFA- UFPel.

4.3.9 Ressonéancia Magnética Nuclear (RMN) de "°C e #Si:

Os espectros de RMN ?°Sj e *C foram obtidos em espectrémetros
Marca Agilent, que operam na frequéncia de 500MHz (11,4 T); modelo 500/54
DD2. Para a andlise de 2°Si utilizou-se um tempo de aquisicdo de 0,016 s, com
“‘Recycle Delay” de 10 s, varredura de 15000, pulso de 3,2 ys e um tempo de
contato de 7 ms. Para a analise de °C, utilizou-se tempo de aquisicdo também
de 0,016 s, com “Recycle Delay” de 5 s, varredura de 4000, pulso de 2,55 us e
tempo de contato de 7 ms.

Esta analise foi realizada no Laboratério Regional de Nanotecnologia
(LRNANO), vinculado ao Centro de Nanociéncia e Nanotecnologia (CNANO)
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). O programa utilizado

para andlise dos dados foi 0 MestReC® , e posteriormente tratados no Origin®.

4.3.10 Espalhamento de raios- X de baixo dngulo (SAXS):

As medidas foram realizadas nas linhas de SAXS D2A e D11A do
Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS, Campinas, SP, Brasil),
utilizando A= 1,488 A. O feixe de raios- x foi monocromatizado por um
monocromador de silicio e colimado por um conjunto de fendas definindo uma
geometria tipo pin-hole.

O feixe incidente foi detectado em duas distancias diferentes para a
amostra em relacdo ao detector: 496,1 mm e 1653,1 mm, com o intuito de
aumentar a faixa coletada do vetor de espalhamento (q). Para a analise, a
amostra foi colocada diretamente no porta amostra de ago inoxidavel e coberta
com fita de poliamida tipo Kapt0n®. As medidas foram executadas a
temperatura ambiente. P6 de behenato de prata foi utilizado como padréo de

calibracdo para as distancias detector-amostra, para a inclinagdo e para a
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posicao do feixe direto. Correcdes da transmissao, da radiacdo de fundo e da
fita de poliamida tipo Kapton® foram realizadas na imagem 2D.

Os resultados foram tratados primeiramente com o programa
Mathematica 9% para unir as curvas, e posteriormente no Origin® para montar o

grafico.
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5. Resultados e Discussoes:

Os resultados obtidos nesse trabalho serao discutidos em relagao as
técnicas de caracterizagao utilizadas, divididas em duas partes: a primeira
sobre a funcionalizagdo e metalagdo da hematoporfirina, e a segunda sobre a
caracterizagdo de MCM-41 e SBA-15 juntamente com a etapa de imobilizagéo

dessas em materiais porosos.

5.1 Funcionalizagao e Metalagao de hematoporfirina:

5.1.1 Espectroscopia na regido do Ultravioleta- Visivel (UV-Vis):

A Figura 14 apresenta o perfil caracteristico do espectro da molécula
organica de hematoporfirina, para isso realizou-se primeiramente a analise por

ultravioleta- visivel.

Banda Hematoporfirina
. de Soret

OH

Absorbancia Normalizada (u.a.)
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Figura 14- Espectro de UV-Vis da Hematoporfirina.

Neste espectro (Figura 14) & possivel observar uma banda larga e

intensa centrada no comprimento de onda de 400 nm, correspondente as
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transicdes eletronicas fortes n-n, denominada banda de Soret. Também s&o
observadas outras quatro bandas de baixa absorbancia, em 501, 535, 573 e
624 nm, respectivamente denominadas de: QI, QII, QIII, e QVI essas bandas
correspondem as transicdes proibidas n-r (SILVA, 2008).

Os espectros da Figura 15 se referem ao procedimento de

metalacdo da hematoporfirina com cobre.
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Figura 15- Metalagao da hematoporfirina com cobre em DMF.

Na Figura 15 €& possivel observar as bandas de absorgdo nos
espectros de UV-Vis durante as etapas de metalacdo da hematoporfirina , que
consiste na coordenagao do metal ao centro tetrapirrdlico, e é indicada pelas
mudangas nas bandas Q do espectro. Na regido de 400 nm, se observa a
banda de Soret, e nao ha nenhum deslocamento da mesma em relagao a
solugdo de hematoporfirina em DMF (Figura 14). Apdés uma hora de reagéo
com o metal ja nota-se o inicio da coordenagao do centro porfirinico com o
cobre, no entanto, com uma e duas horas a reacdo de metalagao nao é efetiva
e sao observadas trés bandas Q na regidao de 500, 530 e 568 nm. Sendo
necessario deixar mais tempo reagindo para a coordenagédo completa do centro
tetrapirrolico da hematoporfirina com o metal.
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Assim, com 24 horas de reagcdo observam-se a coordenacao
completa, e a formagdo da metaloporfirina é indicada pelas presengca apenas
de duas bandas Q, presentes em 530 e 568 nm. Dessa forma, o tempo de 24
horas e a quantidade de metal na razdo 1:1 (HP:Cu®') foi eficiente para a
formacao de metaloporfirinas.

A Figura 16 apresenta os espectros obtidos da reagcdo de metalagéo
da hematoporfirina com adi¢cdo do cobre I, e apds 1 hora a adigdo do APTES.
Nos espectros observa-se que a banda de Soret apresentou um leve

deslocamento hipsocromico, e € mostrada em 398 nm.

—— HP: Cu* 1h
——HP: Cu*: APTES 2h
——HP: Cu*": APTES 24h

1,0 4

0,5 -

Absorbancia Normalizada (u.a.)

0,0 : : : . , .
400 500 600 700

Comprimento de onda (nm)

Figura 16- Espectros de UV-Vis da reagcdo de metalagdao e

funcionalizagao de hematoporfirina com APTES, em DMF.

Com uma hora de reagdo, a adicdo do metal ndo acarretou na
coordenacdo completa com o centro porfirinico, na sequencia da reacao foi
adicionado o APTES. Assim, com duas horas de reacdo tem-se o metal e o
grupo amino no meio reacional. As bandas Q sado mostradas em 498, 528 e
565 nm, portanto ndo houve a efetiva formacao da metaloporfirina.

Passada as 24 horas de reacdo ha entdo a presenca somente das

duas bandas Q em 528 e 565 nm, que indicam a metalagdo do centro
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tetrapirrdlico da hematoporfirina com cobre. Ndo houve deslocamentos de
bandas nos espectros ao longo da reagao, somente o desaparecimento de uma
das bandas evidenciadas apo6s duas horas de reacéo.

Destaca-se também que a adicdo de APTES ndo interferiu na
metalacdo da hematoporfirina, observado através do perfil da posi¢cao das
bandas, mesmo assim é observado um leve deslocamento das bandas Q em
relacdo as bandas apresentadas na figura 15 sem a adigao do grupo amino.

Para comprovar entdo que o APTES néo afeta significativamente as
absorcdes do anel porfirinico, a hematoporfirina foi mantida em contato com
APTES por 1, 2 e 24h de reagdao em DMF, Figura 17. Apos os quais fez-se a
analise de UV-Vis.

HP
—— HP-APTES 1h
HP-APTES 2h
—— HP-APTES 24 h
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Figura 17- Funcionalizagdo de Hematoporfirina com APTES em
DMF.

Na Figura 17 tém-se os espectros de UV-Vis das reagdes de
funcionalizacdo da hematoporfirina com APTES. Observa-se que a adi¢cdo de
APTES néo afeta a banda de Soret e as bandas Q, sendo observada no
mesmo comprimento de onda da hematoporfirina pura, Figura 14, também né&o
ha deslocamentos e nem formagao de agregados, mesmo decorrendo as 24

horas de reacgao.
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O esperado seria ocorrer a ligagdo do grupo amino do APTES ao
acido carboxilico da cauda da hematoporfirina, formando uma amida, o que
facilitaria assim a posterior etapa de imobilizagdo em material poroso. No
entanto, a técnica de UV-Vis ndo é adequada para este tipo de investigacao.
Assim, é necessaria outra técnica de caracterizagdo para observar a ligagao

covalente entre o acido carboxilico e o APTES, como o infravermelho.

5.1.2 Espectroscopia de Infravermelho com transformada de Fourier

das amostras liquidas (FT-IR):

A fim de verificar as bandas caracteristicas da hematoporfirina em
solvente, o resultado da interagcdo dessa molécula com APTES e também com
o metal, fez-se a andlise na regido do infravermelho nas amostras liquidas,
depositadas como um filme em cristal de KBr, com eliminagdo do solvente

antes da analise. O espectro esta mostrado na Figura 18:

Hematoporfirina (HP)
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Figura 18- Espectro na regiao do infravermelho da
hematoporfirina, depositada como um filme em KBr, apés evaporagao do

solvente.
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Espectro de infravermelho da hematoporfirina, Figura 18, apresenta
uma banda alargada centrada em 3416 cm™, atribuida de estiramento OH dos
substituintes do anel porfirinico e de OH do acido carboxilico presente na
cauda da hematoporfirina. Na mesma regido, 3400 cm” usualmente é
observado uma banda de estiramentos v(NH) do anel tetrapirrélico. Entretanto,
estes modos vibracionais possivelmente estdo sobrepostos pelos estiramentos
v(OH) A sobreposi¢do dos modos vibracionais OH e NH, além das ligagbes de
hidrogénio entre estes grupamentos leva a um alargamento da banda.

Em 2971, 2918 e 2858 cm™, s&o evidenciados v(CH). J4 em 1719 e
1660 cm™ tem-se as bandas referentes a v(C=0) da carbonila do &cido
carboxilico, presente na cauda da molécula.

Na Figura 19, tem-se o espectro da hematoporfirina supostamente

funcionalizada com APTES.
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Figura 19- Espectro de infravermelho da hematoporfirina

funcionalizada com APTES.

No espectro acima, as bandas de v(OH) e de v(CH) oriundas da
hematoporfirina, agora sdo evidenciadas em 3558 e 2935-2858 cm’,
respectivamente. Em relagdo ao espectro da amostra pura, Figura 18, essas

bandas aparecem mais definidas. A banda de v(OH) ndo se mostra tao
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alargada quanto no espectro da porfirina pura, o que sugere que a adicdo de
APTES esteja reduzindo as ligagdes de hidrogénio entre os acidos carboxilicos
da hematoporfirina.

Nao ha mais a presenga das bandas da carbonila do &acido
carboxilico em 1719 e 1660 cm™', porém ha uma banda intensa em 1690 cm™,
indicando uma perturbagdo nos modos vibracionais da carbonila e uma
possivel interagcdo do APTES com a estrutura da hematoporfirina, sugerindo a
formacdo da amida, devido a atribuicdo dessa banda em 1690 cm” de
v(C=0)(COLTHUP, 2003).

A hematoporfirina metalada com cobre também foi caracterizada por

infravermelho, o espectro esta apresentado na Figura 20.
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Figura 20- Espectro de infravermelho da hematoporfirina

metalada com cobre.

Quando o metal é coordenado no centro do anel porfirinico, observa-
se uma reducdo na perturbacdo nas bandas de v(OH), em 3552 cm” com
relacdo ao espectro da Figura 18, bem como um alargamento da banda da
carbonila com relagdo ao espectro da Figura 19 . Em relagdo aos grupos
metilenos, também s&o observados um leve deslocamento, sendo

evidenciados na regiao do espectro em 2934- 2852 cm™.
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Um ombro em 1726 cm™, o qual é atribuido a carbonila do &cido
carboxilico da molécula de hematoporfirina, pode ser observado proximo a
banda em 1689 cm™. A banda em 1689 cm™ pode ser atribuida a carbonila da
hematoporfirina perturbada pela presenca do cobre. Varios modos vibracionais
em menores numeros de onda podem ser observados sugerindo também uma
complexacdo do metal com a carbonila (COOCuU?*). A presenca do metal afeta
o estado de agregacdo do macrociclo, aumentando a intensidade da banda
com relagdo a hematoporfirina pura (Figura 18) e deslocando a banda. Ao se
complexar com o carboxilato da hematoporfirina, o metal desloca a densidade
eletrénica da carbonila, o que resulta em uma absorgéo do v(C=0) em menores
numeros de onda.

A Figura 21 mostra o espectro da amostra contendo hematoporfirina

metalada e funcionalizada com APTES.
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Figura 21- Espectro de infravermelho da hematoporfirina

metalada com cobre e funcionalizada com APTES.

Na Figura 21 observa-se que o perfil do espectro de modo geral ndo
muda muito com relagdo ao espectro da Figura 20, no entanto algumas bandas

se mostram deslocadas. S3o evidenciadas as bandas de v(OH) em 3539 cm™,
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€ nao sao mais observados os estiramentos (NH), devido a inser¢ao do metal
no centro do anel. A banda de metileno também é observada em 2928- 2858
cm™.

Neste espectro sdo observadas as bandas em 1736 cm’, atribuidas
a carbonila da hematoporfirina, de intensidade fraca, e em 1690 cm™,
atribuidas a interacdo do APTES para a formacédo da amida, mas também com
a presenca do cobre, que pode além de estar coordenado no centro do anel,
estar perturbando a banda nessa regidao. Ao mesmo tempo, observa-se que o
formato e intensidade das bandas apresentadas na regido de 1730-1690 cm’
nao sdo semelhantes ao mostrado na Figura 20, indicando mais uma vez que o

APTES e o cobre Il interagem com a carbonila do acido carboxilico.

5.2Imobilizagcdo de Hematoporfirina e Metaloporfirinas em

Material Poroso:

Neste topico serdo discutidos os resultados das imobilizagbes da
hematoporfirina metalada e/ou funcionalizada, em MCM e SBA-15, de acordo
com a composigcao das amostras com relacdo ao teor de metal e carbono, além
das caracterizagbes quanto a estrutura, tamanho de poros e superficie

especifica, morfologia, natureza das espécies na superficie.

5.2.1 Composig¢ao das amostras, teor de metal:

Foi avaliado o teor de metal por espectroscopia de emissao atdbmica
com plasma gerado por micro-ondas apos micro digestdo da amostra. Os
resultados estao dispostos na tabela 4. Além disso, foi realizada a validacido do
método, na qual foi obtido um valor de 103 % de recuperagédo, o que esta
dentro da faixa analitica, que recomenda de 80 a 120%, assim o método de
analise escolhido foi validado (INMETRO, 2007) (RIBANI et al., 2004).

De acordo com os resultados obtidos, observa-se uma semelhanga
nos valores de teor de metal nas amostras imobilizadas em MCM-41 e SBA-15.

Os maiores valores de metal sdo encontrados nas amostras que foram
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funcionalizadas com APTES, indicando assim uma maior fixacdo sobre a silica,
aléem disso, essas amostras apresentam uma coloracdo rosa claro, o que
também sugere a eficiéncia de imobilizagdo. Destacam-se as amostras nas
quais o metal foi adicionado posteriormente a funcionalizagdo da superficie do
material silicatico, assim as amostras MCM-41(HP: APTES)+Cu?* e SBA-15
(HP: APTES)+Cu2+, apresentaram maior concentragdo de metal, 22,4 % e 22,2

%, respectivamente.

Tabela 4- Teor de cobre em % (m/m) nas amostras imobilizadas:

Amostra Teor de metal (%)
MCM -
MCM -41(HP:Cu®*:APTES) 17,6
MCM-41 (HP: APTES) <0
MCM-41 (HP: Cu®) 47
MCM-41 (HP: APTES)+Cu®* 22,4
SBA-15

SBA-15 (HP:Cu**:APTES) 13,2
SBA-15 (HP: APTES) 1,6
SBA-15 (HP: Cu®") 4,4
SBA-15 (HP: APTES)+Cu®* 22,2

Ja nas amostras que nao foram funcionalizadas com APTES, mas o
metal foi adicionado para a formagao da metaloporfirina, observa-se um teor
menor de cobre fixado, de 4,7 % e 4,4 %, para MCM-41(HP: Cu*") e SBA-15
(HP: Cu2+), respectivamente. O que pode ser explicado pela etapa de
funcionalizagdo com APTES nessas amostras e que ndo havendo uma
afinidade da hematoporfirina pela superficie da silica, 0 macrociclo pode ter
sido lixiviado durante a etapa de lavagem.

Foram analisadas também as amostras sem adicdo de metal, MCM
(HP: APTES) e SBA-15 (HP: APTES), nessas os valores encontrados foram <
0 e 1,6 %, respectivamente.



64

Em relacdo ao tipo de material poroso, as amostras com MCM-41
apresentaram um teor de metal um pouco maior do que os valores obtidos para
a SBA-15, podendo ser justificado em fungao da superficie especifica, que sera
discutida posteriormente, serem maiores para a MCM-41. No entanto, ndo se
observa valores tao diferentes, isso porque a SBA-15, mesmo tendo uma area
menor, possui um volume de poros maior, o que possibilitaria a imobilizacdo de
mais moléculas da porfirina no interior dos poros do material silicatico.
Indicando assim que ambos os materiais se mostraram promissores na
imobilizacdo, salientando mais uma vez que as amostras na qual o metal foi
inserido seguido da imobilizacdo de HP: APTES sobre o material poroso

apresentou maior teor de cobre.

5.2.2 Caracterizacdo quanto as propriedades estruturais: DR-X e
SAXS:

A Figura 22 mostra os difratogramas das amostras com MCM, nos
quais se pode observar um pico estreito com alta intensidade em todas as
amostras, em um angulo 26 entre de 25 e 2,6, correspondente ao plano

cristalografico (100).
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Figura 22- Difratogramas de raios- X das amostras com MCM-41

Nas amostras

imobilizadas

ndo se observa deslocamento

significativos nos picos atribuidos aos planos cristalograficos (100), podendo

ser concluido que o estudo de imobilizacdo e a presenca ou ndo do metal ndo

afeta a organizagao estrutural do material poroso.

O difratograma da MCM pura mostra também um pico largo em

menor angulo, 20 de 4,9° o qual pode ser atribuido ao plano cristalografico (

110) (ROIK; BELYAKOVA, 2013), (SCHWANKE; et al., 2012).

Nas amostras
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imobilizadas somente um pico é mostrado, no entanto um segundo pico
aparece em 5,1°, referente a amostra MCM (HP:APTES) + Cu®*, no ultimo
grafico da Figura 22.

No entanto em relagcdo ao DRX nao é possivel atribuir que esse
material seja uma MCM-41, pois ndo apresentou a quantidade de picos
cristalograficos necessarios, que seriam atribuidos aos planos (100), (110) e
(200), conforme a literatura (BERLIER et al., 2013).

Com isso, para aprofundar o estudo estrutural das amostras, as
mesmas foram analisadas por espalhamento de raios-x de baixo angulo,

SAXS, observando-se assim esses picos.

Intensidade (u.a)
1

o 1 2 3 4 5 6
20 (°)

Figura 23- Grafico de SAXS da amostra pura de MCM- 41.

A Figura 23 apresenta o grafico de SAXS da amostra de MCM pura,
€ possivel observar a presenga de picos cristalograficos bem definidos, sendo
apresentados os planos (100), (110), (200) e (210). Com os indices de Miller
(hkl) dos planos cristalograficos, pode ser realizado o calculo das distancias
interplanares, e subsequentemente, realizar a indexacao desses planos.

A Figura 24 apresenta o grafico da indexagdo dos planos
cristalograficos da amostra de MCM pura, para tal foi adotado o sistema de
ordenamento hexagonal devido a presencga de mais de trés picos no grafico de
SAXS (Figura 23).
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No entanto, mesmo com a presenga dos planos cristalograficos
obtidos por analise de SAXS, ndo ha como afirmar que o material sintetizado
possua um sistema hexagonal, embora sugere-se que 0 mesmo possua um

certo ordenamento.
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Figura 24- Indexagdo dos picos obtidos a partir da analise de
SAXS da amostra pura de MCM.

Na Figura 25 estdo mostrados os difratogramas de DRX das
amostras contendo SBA, com os valores de 26 destacados.

Nestes difratogramas sao observados trés picos que correspondem
aos planos cristalograficos 100, 110 e 200 nas regides proximas a 1,01, 1,73, e
2,00° respectivamente. A presencga dos planos cristalograficos mencionados
acima indica que a amostra € SBA-15, concluindo que a sintese para esse

material foi eficiente.
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Figura 25- Difratogramas de raios- X das amostras com SBA-15.

Como a molécula metalada e funcionalizada n&o foi adicionada
durante o procedimento da sintese do material silicatico, ndo sao observados
deslocamentos de angulo 206 que sejam significativos. Assim, essa
caracterizacgao indica que a inser¢cao de hematoporfirina e metaloporfirina ndo
afetam a estrutura da SBA-15.

Com a presenga dos picos que indicam os planos cristalograficos

caracteristicos de material com estrutura hexagonal, foi realizado o calculo das
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distancias entre esses planos através da equagao da lei de Braag, atribuindo a
um arranjo hexagonal (h2+ hk + k2) para a indexagao. A Figura 26 apresenta o

grafico obtido para um arranjo hexagonal.
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Figura 26- Indexagado dos picos obtidos a partir da analise de

DRX para o sistema hexagonal.

De acordo com a Figura 26 observa-se que a inclinagao da reta,
com coeficiente de correlagado 0,99964 indica que o material sintetizado € do
tipo SBA-15, e possui um arranjo hexagonal. Devido as amostras apresentarem
os trés picos referentes aos planos cristalograficos, ndo havendo disparidade
nos deslocamentos dos mesmos, o resultado se aplica também as amostras
que foram imobilizadas com hematoporfirina e metaloporfirina, funcionalizadas
ou nao. Indicando mais uma vez que as amostras imobilizadas nao influenciam
na estrutura do material, garantindo assim as caracteristicas do mesmo.Em
relagdo aos materiais silicaticos sintetizados e caracterizados por difracdo de
raios- X permite indexar os picos por DRX na amostra SBA-15, ao contrario da
MCM-41, que so6 pbde ser indexada a partir dos dados de SAXS, indicando que
a SBA-15 apresenta uma maior organizagcédo da estrutura hexagonal do que a
MCM-41.
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5.2.3 Caracterizacdo quanto as propriedades texturais:

A Figura 27 mostra as isotermas de adsorgao e dessorgédo de N, das
amostras imobilizadas em MCM, as quais, segundo a literatura, apresentam o
perfil do tipo |, o que indica a presengca de microporos. Para solidos
microporosos, a isoterma do tipo | mostra um ramo quase vertical na primeira
regido da curva. As curvas de adsorgdo e dessor¢cdo das amostras se
sobrepdem no tipo |, 0 que se deve a grande facilidade de adsorg¢éao do gas N>
em microporos, em pressoes relativas (P/Po) muito baixas (Condon, 2006).

Os microporos normalmente sdo observados em regides de P/Po
menor que 0,2 nas isotermas. No entanto de acordo com o resultado para a
MCM-41 pura, observam-se duas inclinagdes, comeg¢ando em 0,05, e a outra
na regiao proxima a 0,2, essas regides sao responsaveis pela grande
superficie especifica do material.

Em relagcdo as amostras imobilizadas observa-se uma diminuigdo na
quantidade de nitrogénio gasoso adsorvida na regiao abaixo de 0,2, sugerindo
que as moléculas de hematoporfirina e metaloporfirinas foram imobilizadas na

superficie da silica.
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Figura 27- Isotermas de adsorcao e dessorcao das amostras
com MCM.

A Figura 28 apresenta o perfil de distribuicdo dos microporos, o qual
foi obtido pelo método DFT. Para a amostra de MCM-41 pura, observam-se
picos na regidao de 1,38 e 2,5 nm, os quais podem ser correlacionados com as
diferentes regides observadas na isoterma de adsorg&o abaixo de 0,2.

Nas amostras imobilizadas sdo observados poros com trés
didmetros diferentes: 1,25 1,47 e 2,16 nm. O gréafico também mostra que os
poros apresentados na MCM-41 pura em 1,38 nm sao parcialmente
consumidos, ocasionando o aparecimento de poros ainda menores. Os poros
com diametro de 2,5 nm sofrem uma diminuigédo significativa em seu diametro,
deslocando-se para 2,16 nm, e no volume de N, adsorvido, o que se deve a
presenca de hematoporfirina e metaloporfirinas funcionalizadas nos poros. No
entanto n&o ha diferengas entre as amostras imobilizadas, todas elas

apresentaram o mesmo perfil de didametro de poros.
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Figura 28- Diametro de microporos das amostras de MCM pura

e imobilizadas, pelo método DFT.
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Figura 29- Didametro de mesoporos das amostras de MCM pura e

imobilizadas, pelo método BJH.

A Figura 29 mostra o perfil de distribuicdo do diametro de poros pelo

método BJH, o qual é usualmente utilizado para determinar o diametro de
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mesoporos. No entanto, ndo sdo observados picos em nenhuma curva na
Figura 29, indicando que as amostras ndo apresentam mesoporosos em sua
superficie.

Com os dados obtidos pela técnica de fisissorcdo de N,, é possivel
calcular a area especifica, Sger, € 0 volume de poros. Assim, a Tabela 5 mostra
esse resultado tanto para a amostra de MCM pura, como para as amostras
imobilizadas com hematoporfirina e metaloporfirinas. Pode ser observada uma
area de 960 m2/g e um volume de poros de 0,23 + 0,01 cm3/g para a MCM pura

No entanto, para as amostras que foram imobilizadas com cobre,
funcionalizadas ou nao, ocorre uma diminuigédo significativa na area especifica,
bem como no volume de poros, assim como foi observado anteriormente pelas
isotermas e pelo perfil de distribuicdo de microporos, sugerindo assim que a
molécula de hematoporfirina funcionalizada e/ou metalada tenha se fixado a

superficie da silica e esta cobrindo os microporos.

Tabela 5- Area especifica e volume de poros das amostras com

MCM:
Amostra* Area BET |BJH volume
(m2/g)** (cm3ig)**
MCM-41 960 % 20 0,23 £ 0,01

MCM(HP:Cu:APTES) | 497 +10 | 0,05+ 0,01
MCM(HP:APTES) | 557 +10 | 0,06+ 0,01
MCM(HP:Cu) 530+ 10 | 0,06 % 0,01
MCM(HP:APTES)+Cu)| 560 +10 | 0,06 + 0,01

* Pré-tratamento realizado a 120°C/12h para MCM e 60°C/12h para as demais
amostras; ** Método BET; *** Método BJH

A mesma técnica de fisissorcdo de N, foi utilizada para
caracterizar o material SBA-15 sintetizado. O resultado quanto as propriedades

texturais das amostras esta apresentado na sequéncia.
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Figura 30- Isotermas de adsorcao e dessorcao das amostras

com SBA-15.

Na Figura 30 pode ser observado um perfil de isotermas
caracteristico de materiais mesoporosos, devido a histerese apresentada nas
isotermas e ao degrau nas curvas de adsor¢cao em pressoes relativas de 0,5
P/Po. Além disso, esse material possui um inicio vertical na curva de adsorcao
da isoterma, o que indica a presenca também de microporos no material.
Comparativamente ao degrau atribuido aos mesoporos, a fragdo de microporos
€ pequena, o que resulta em uma area especifica menor para a SBA-15, o que
ja era esperado.

A quantidade de N adsorvida foi maior para a amostra pura de SBA-
15, na regido de mesoporos, 0,5 P/Py. Em relagdo as amostras imobilizadas,
observa-se um decréscimo na quantidade de N, adsorvido, assumindo-se
assim que a hematoporfirina, metalada ou nao, funcionalizada ou nao, esta
presente no material sintetizado. A menor quantidade de N, adsorvida no
comego das isotermas das amostras imobilizadas sugere que também os
microporos foram parcialmente preenchidos.

A Figura 31 apresenta o grafico com a distribuicdo do didmetro de

microporos, obtido pelo método DFT. Como foi observado na isoterma, o
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material apresenta também uma fragdo de microporos, com didmetros médios

em 1,17 e 1,48 nm.
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Figura 31- Didametro de microporos das amostras com SBA-15

pura e imobilizadas, pelo método DFT.
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SBA-15 pura e imobilizadas, pelo método BJH.



76

O grafico de distribuicdo do didmetro de mesoporos das amostras
com SBA-15, pelo método BJH, Figura 32, mostra um tamanho de poros maior
do que aquele observado para as amostras de SBA imobilizadas. Na amostra
pura de SBA-15 é observado um pico muito pequeno em 3,6 nm e outro maior
em 4,7 nm. O primeiro pico corresponde a uma fracdo de mesoporos que
contribui pouco para o volume de poros da SBA-15. O segundo pico
corresponde a poros com maior diametro e também maior contribuicdo para o
volume de mesoporos.

Apds a imobilizacdo da hematoporfirina modificada apenas com
APTES (SBA(HP:APTES), observa-se um deslocamento desses picos para
valores menores, em 3,4 nm, e o outro pico em 4,4 nm. Para as amostras
metaladas, observa-se um ligeiro deslocamento deste ultimo pico para 4,23 nm

Essa diminuicdo no didametro de poros se deve a inser¢cao das
moléculas de hematoporfirina funcionalizadas/metaladas na superficie do
material, sugerindo assim que houve a imobilizagdo sobre o material poroso,
mesmo para a amostra (SBA-15(Hp:Cu?*)), cujo teor de metal observado por
emissdo atbmica foi pequeno. Além do deslocamento no didmetro dos
mesoporos, pode ser observada também uma diminuicdo no volume de
mesoporos, bem como a area especifica.

A Tabela 6 expressa os dados texturais das amostras, area

especifica e o volume dos poros.

Tabela 6- Dados texturais e volume de poros das amostras com

SBA-15.
Amostra* Area BET | BJH volume
(m?/g)** (cm®/g)***
SBA-15 788 + 16 0,70 + 0,01
SBA/(HP+Cu) 520+10 | 0,52+ 0,01

SBA/(APTES+HP) | 546+10 | 0,552 0,01
SBA/(APTES+HP+Cu) | 454 +10 | 0,46 + 0,01
SBA/(APTES+HP)/Cu) | 499 +10 | 0,50 + 0,01

* Pré-tratamento realizado a 120°C/12h para MCM e 60°C/12h para as demais
amostras; ** Método BET; *** Método BJH
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Segundo a Tabela 6, € possivel destacar a area especifica da
amostra de SBA-15 pura de 788 + 16 m%/g, e para as amostras nas quais foram
imobilizadas com hematoporfirina funcionalizada e/ou metalada, a area
especifica mostrada apresenta uma diminuicdo, além do volume de poro
também apresentar um decréscimo, assumindo-se assim, mais uma vez, que
houve imobilizagdo do macrociclo nesse material.

De acordo com os resultados obtidos a partir da analise por
fisissorcdo de N,, a amostra de MCM apresenta apenas microporos em sua
superficie, enquanto a SBA-15 apresenta microporos e mesoporos, sendo que
a fracdo de mesoporos € muito maior do que a fragdo de microporos, 0 que
confere a este material a caracteristica de mesoporoso. A contribuicdo no uso
dos diferentes métodos de calculo da distribuicdo de tamanho de poros e do
calculo da area especifica esta em tracar um perfil da amostra. Embora a MCM
possui uma area especifica maior, ela € dada apenas por poros de pequeno
volume, enquanto a SBA-15 apresenta uma area especifica menor e um
grande volume de poros. Conhecer estas propriedades da amostra pode

auxiliar na escolha da aplicagcao para o material.

5.2.4. Caracterizagdo quanto a morfologia (MEV):

Abaixo estao apresentadas as micrografias das amostras de MCM
pura e imobilizadas.

Na Figura 33, tem-se a micrografia da amostra de MCM pura,
sintetizada neste trabalho, podem ser observadas particulas com morfologia
esférica. Segundo a literatura, a MCM-41 possui morfologia esférica (YASMIN;
MULLER, 2010).
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SEl 15kV WD12Zmm S839 x5,000  Spm ——
FURG- CEME-SUL 07 Dec 2015

Figura 33- Micrografia da amostra de MCM pura, x5000.

As Figuras 34 a 37 mostram as micrografias das amostras de MCM
imobilizadas pelas diferentes procedimentos estudados nesse trabalho. Assim
como na amostra de MCM pura, a morfologia das amostras imobilizadas
também é esférica, apresentando particulas pequenas e aglomeradas, nao

havendo diferenca nas amostras com APTES e com metal.

SEl  1DkV WD12mm 5546
FURG- CEME-SUL

Figura 34- Micrografia da amostra de MCM imobilizada com
metaloporfirina funcionalizada, MCM(HP:Cu?*:APTES), x5000.



79

SEl  1DkV WD12mm 5543 B
FURG- CEME-SUL 07 Dec 2015

Figura 35- Micrografia da amostra imobilizada com
hematoporfirina, MCM(HP:APTES), x5000.
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SEl 10kV WD12Zmm 5549 x5,000 Spm ——
FURG- CEME-SUL 07 Dec 2015

Figura 36- Micrografia da amostra de MCM apés imobilizagao
com metaloporfirina, MCM(HP: Cu?*), x5000.
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Figura 37- Micrografia da amostra de MCM com adi¢ao de metal
apos a imobilizaciao de hematoporfirina funcionalizada, MCM(HP:APTES)+
Cu?®, x5000.

A Figura 38 apresenta as micrografias da amostra de SBA-15 pura,
na qual sao observadas particulas com forma de poligonos hexagonais com
tamanho irregular e aglomeradas.

SElI  10kV WD12mm 5545 x5,000 Spm

e ————
FURG- CEME-SUL 07 Dec 2015

Figura 38- Micrografia das amostras de SBA-15 pura, x5000.
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Segundo a literatura essa morfologia € caracteristica de materiais
mesoporosos do tipo SBA-15 (BOUAZIZI et al., 2015). Para as amostras nas
quais as porfirinas modificadas foram imobilizadas em material do tipo SBA-15,

a morfologia nao foi alterada. As imagens estdao mostradas nas Figuras 39 a
42.

' P 8
3El  10kV WD12mm 3548 x5,000 Spm e
FURG- CEME-SUL 07 Dec 2015

Figura 39- Micrografia da amostra de SBA-15 apés imobilizagao
com metaloporfirina funcionalizada, SBA-1 5(HP:Cu2+:APTES), x5000.

SEl  10kV WD11mm 35348 %x5.000 Spum
FURG- CEME-SUL 07 Dec 2015

Figura 40- Micrografia da amostra de SBA-15 apés imobilizagao
com hematoporfirina, SBA-15(HP:APTES), x5000.
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SEl  10kV WD11mm 5542 %5,000 Sum
FURG- CEME-SUL 07 Dec 2015

Figura 41- Micrografia da amostra de SBA-15 apés imobilizagao
com metaloporfirina, SBA-15(HP: Cu?*), x5000.

3El  10kV WD11mm 3547 x5,000 Spm
FURG- CEME-SUL 07 Dec 2015

Figura 42- Micrografia da amostra de SBA-15 com adig¢ao de
metal apoés a imobilizagdao de hematoporfirina funcionalizada, SBA-
15(HP:APTES)+ Cu?*,x5000.

Na caracterizacdo por MEV, os diferentes métodos de imobilizacéo
nao afetaram a morfologia das amostras de MCM-41 e SBA-15. No entanto, em
relacdo ao tipo de morfologia, as amostras de MCM-41 apresentaram

morfologia esférica, enquanto as amostras de SBA-15 apresentaram morfologia
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de poligonos irregulares. Ressaltando que esses resultados estdo de acordo
com a literatura para esse tipo de material poroso sintetizado, (BOUAZIZI et al.,
2015).

5.2.5 Caracterizacdo quanto ao ordenamento das amostras puras

sintetizadas por MET:

Abaixo, estdo apresentadas as imagens de microscopia eletrdnica
de transmissao das amostras puras dos materiais porosos sintetizados nesse
trabalho, MCM-41 e SBA-15. Segundo as imagens de microscopia eletronica
de transmisséo, é possivel observar a amostra com uma resolu¢gdo muito maior
do que aquela mostrada anteriormente por MEV. A técnica permite visualizar a

estrutura interna das particulas.

B

Figura 44- Imagens de MET da amostra de SBA-15 pura.



84

Assim, na Figura 43 observam-se as imagens de MET para MCM
pura, nas quais sao mostradas esferas densas. Apesar da alta resolucéo, nao
foi possivel verificar a presencga dos canais unidimensionais da MCM-41.

A Figura 44 mostra as imagens de MET para a amostra de SBA-15,
e nesta sim s&o observados canais alinhados, confirmando que o material tem
poros unidimensionais, e assim como foi evidenciado pela analise estrutural de
difracdo de raio- X, a presenca de um ordenamento hexagonal (SHI et al.,
2011), (YU et al., 2015).

5.2.6 Caracterizagdo quanto a natureza da superficie: (FT-IR)

Na Figura 45 s&o apresentados os espectros de infravermelho da
hematoporfirina pura.

Hematoporfirina (HP)|
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Figura 45- Espectro de infravermelho para a hematoporfirina
pura.

Na figura 45 esta mostrado o espectro do infravermelho da amostra
de hematoporfirina, no qual observa-se uma banda alargada na regido de
3500- 3200 cm™, oriunda de estiramento OH do &cido carboxilico e das

hidroxilas ao redor do anel tetrapirrélico. Além disso, nessa mesma regiao tem-
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se a banda de v(NH), que no grafico se encontra destacada em 3447 e 3429
cm”. Todos estes modos vibracionais se sobrepdem e causam um
alargamento devido as liga¢des de hidrogénio.

Na regido proxima a 2967 cm™' tem-se a banda referente as metilas.
Em 2919 cm™ tem-se a banda de estiramento assimétrico de metilenos, e em
2853 cm™, a banda de estiramento simétrico de metilenos. Em 1712 cm™ tem-

se a banda referente a carbonila do acido carboxilico.

— MCM

— MCM/(HP:Cu®":APTES)
—— MCM/(HP:APTES)

—— MCM/(Hp:Cu®")
—— MCM/(HP: APTES) + Cu?”
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Figura 46- Espectros de FT-IR das amostras de MCM pura e

imobilizadas.
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Figura 47- Espectros de FT-IR das amostras de SBA-15 pura e

imobilizadas.

Nas Figuras 46 e 47 estdo mostrados os espectros das amostras de
MCM-41 e SBA-15, respectivamente, imobilizadas com hematoporfirina e
metaloporfirina, funcionalizadas ou nao.

As bandas apresentadas nos graficos sao semelhantes tanto para
MCM-41 como para a SBA-15 puras, ndo havendo distincdo em relagcdo ao
material poroso.

As bandas caracteristicas de silica em 1074 cm™ corresponde ao
estiramento assimétrico, v,(Si-O), e em 798 cm™ ao estiramento simétrico,
vs(Si-O). Estes modos vibracionais sdo observados tanto nas silicas puras
quanto nas modificadas e fazem parte do esqueleto da cadeia inorganica de Si-
O-Si, e indicam que os precursores inorgénicos dos materiais silicaticos
sintetizados foram condensados em grande extensao.

A imobilizagdo do material organico sobre a MCM-41 e SBA-15 pode
ser evidenciada pela presenga das bandas atribuida aos estiramentos v(CH) de
metilenos das moléculas organicas entre 3000 e 2800 cm™. Além disso,
bandas de v(OH) na regido de 3450 cm™ indicam uma perturbagéo dos modos

vibracionais OH e NH devido as ligagdes de hidrogénio. Modos de estiramento
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v(Si-0) de silandis podem ser observados em torno de 970 cm-' Em todos os
espectros das silicas modificadas, bandas de deformacdo 8(HOH) de agua
adsorvida na superficie, devido a alta afinidade desta com agua, podem ser
observadas em 1661 e 1653 cm™', para MCM-41 e SBA-15, respectivamente
(COLTHUP, 2003).

5.2.7 Caracterizagdo quanto a natureza das espécies (UV-Vis-
DRS):

As Figuras 48 e 49 mostram os espectros nas regides do ultravioleta
e visivel, obtidos no modo de refletdncia, das amostras no estado sélido, onde
sdo observadas as mesmas bandas ja mencionadas para os espectros de
absorcao das amostras liquidas de hematoporfirina.

Nos espectros do material silicatico, MCM-41 e SBA-15 puras,
observa-se que o material poroso ndo apresenta bandas, o que indica que nao

ha absorgao nesta regido do espectro.

—— MCM

—— MCM/(HP+Cu*":APTES)

—— MCM/(HP:APTES)

—— MCM/(HP:Cu*)
MCM/(HP:APTES) + Cu®*

Absorbancia (u.a.)

w

T T T T
400 500 600 700 800

Comprimento de onda (nm)

Figura 48- Espectros de absorcao UV-Vis das amostras com

MCM-41 pura e imobilizadas.
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——SBA
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Figura 49- Espectros de absorcdao UV-Vis das amostras com
SBA-15 pura e imobilizadas.

Nas amostras de MCM-41 e SBA-15 modificadas com a
hematoporfirina funcionalizada com APTES, sdo observadas as bandas de
Soret, em 399 nm, e as bandas Q na regido de 506, 539, 576 e 628 nm, essas
ultimas apresentaram um deslocamento em relagcédo as bandas observadas nas
amostras liquidas de hematoporfirina na seg¢éo 5.1.1sugerindo assim que pode
haver alguma interagdo com a superficie do material silicatico.

Nas amostras onde o cobre foi complexado a hematoporfirina, ndo
houve deslocamento na banda de Soret, observada em 399 nm. Porém, as
bandas Q sofreram alteragdo em seu perfil devido a coordenacédo do metal, e
podem ser observadas em 530 e 567 nm, confirmando que na etapa de
imobilizacdo da metaloporfirina ndo houve descoordenagao do metal do centro
tetrapirrdlico da hematoporfirina. Cabe salientar que para a amostra onde a
imobilizacdo se deu somente com a metaloporfirina (HP:Cu?*) nos solidos
porosos, sem a funcionalizagdo com APTES, apenas banda de Soret muito
fraca em 399 nm é observada. A auséncia das bandas Q provavelmente ocorre
devido a baixa concentragao de metaloporfirina fixada na superficie, de acordo

com os resultados de emissao atdbmica para o cobre.
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Na amostra onde o metal foi adicionado apds a imobilizagao prévia
de HP:APTES sobre os sdlidos porosos, tem-se a banda de Soret em 399 nm e
duas bandas Q em 530 e 567 nm, atribuidas a hematoporfirina metalada. A
superficie da silica parece nao exercer impedimento estéreo a metalacdo da

hematoporfirina em seus poros.

5.2.8 Ressonéncia Magnética Nuclear de #Si:

As andlises de RMN de ?°Si permite-nos obter resultados
importantes em relagdo a presenga das espécies de silicio no material silicatico
e observar se houve ligagado covalente na etapa de imobilizagcdo de moléculas
organicas nestas espécies. Algumas amostras, apenas da série SBA-15, foram
caracterizadas por RMN de #°Si. Segundo o espectro de RMN de #Si da
amostra de SBA-15, observa-se a presenga dos picos caracteristicos de
material silicatico em estudo, onde o silicio esta ligado a quatro atomos de
oxigénio (espécies denominadas Q).

A Figura 50 mostra as espécies Q presentes no espectro sdo Qz, Qs
e Q4 que aparecem nas posicoes -87,8, -96,7 e -104,8 ppm, respectivamente.
Relativamente as outras espécies, a espécie Qs parece estar presente em
maior propor¢ao tanto na SBA-15 pura quanto nas modificadas, indicando a
presenca de uma grande quantidade de silandis Q3 na SBA-15 funcionalizada.
Dessa forma, ndo se observa, relativamente a outras espécies Q, um
decréscimo significativo dos silandis do tipo Qs da superficie do material poroso
apos a funcionalizagdo e a metalagdo. Nao é possivel inferir que houve ligacéo
covalente entre o material poroso e o APTES ou APTES/Cu, a menos que as
quantidades adsorvidas quimicamente tenham sido muito pequenas, de modo
que o RMN de sdlido nao possa identificar., o que poderia ser observado, por

exemplo, pelo decréscimo das espécies Q3 € um aumento das espécies Qq.
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Q ——SBA-15
3 —— SBA/(HP: APTES)
—— SBA/(HP:Cu’":APTES)
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Figura 50- Espectro de RMN ?°Si das amostras com SBA-15.

Nao foram observados picos do tipo T em torno de -60 a -90 ppm,
onde o silicio esta ligado a trés atomos de oxigénio. Estas espécies seriam
oriundas da ligagdo da hematoporfirina funcionalizada com APTES, mas
provavelmente o teor deste € muito baixo com relacdo a quantidade de
espécies Q da silica, nao havendo sensibilidade suficiente para identifica-las.

Na figura 51 sdo mostrados as espécies de silica que correspondem

aos picos de RMN de 2°Si para o material em estudo.

OH
/\/‘l’ e
Si o |\o / \ |\
o/ \o o o o
Silanol Geminal Silanol Isolado Siloxano
(Q2) (Q3) (Q4)

Figura 51- Espécies de Si correspondentes aos picos de RMN
de 2Si mostrados na Figura 50.
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5.2.9 Ressonancia Magnética Nuclear "*C:

Para se observar a imobilizagdo da hematoporfirina em SBA-15, fez-
se a andlise de RMN de "*C no estado solido da hematoporfirina pura, Figura
52, e das amostras imobilizadas, Figura 53.

No espectro de RMN de ®C da hematoporfirina pura, podem ser
observado picos em 174 ppm, o qual é atribuindo ao carbono carbonilico
(COOH); em 134 ppm, atribuido a carbono (-C=C-) do anel pirrélico, em 92
ppm, atribuido ao carbono das posicoes 5, 10, 15 e 20 do macrociclo; em 55
ppm, atribuido ao carbono de etilenos; e em 9 ppm, atribuido ao carbono das
metilas.

Hematoporfirinal

OH 134 |

%0 200 15 100 5 0
3 (ppm)
Figura 52- Espectro de RMN "*C da Hematoporfirina.

Os espectros das Figuras 53 e 54 sdo referentes as amostras cuja
metaloporfirina funcionalizada, metalada ou nao, foi imobilizada sobre a SBA-
15.

De acordo com os resultados obtidos e comparando-se com o
espectro de HP pura discutido anteriormente, observa-se que o pico

corresponde ao carbono da carbonila ndo € mostrado em 174 ppm.



92
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Figura 53- Espectro de RMN de *C das amostras imobilizadas:
SBA(HP:Cu?:APTES) e SBA(HP:APTES).

Na Figura 53, sdo mostrados os picos de RMN de 3c para as
amostras imobilizadas e funcionalizadas com APTES em SBA-15, uma
contendo cobre I, e a outra somente com APTES. Os mesmos picos sao
observados para ambas as amostras, na regido de 167 ppm, que segundo a
literatura pode ser atribuido a formagéo da amida, sugerindo a eficiéncia na
funcionalizacédo (SILVERSTEIN et al., 2007). Os picos 39 e 33 ppm se referem
aos etilenos, antes apresentados em 55 ppm. Esses resultados indicam a
imobilizagdo da molécula funcionalizada sobre a superficie da silica.

Na amostra de metaloporfirina funcionalizada, os picos apresentam
um pequeno deslocamento para campo baixo apdés a adicdo do cobre,
acarretando no efeito de blindagem. Esse deslocamento pode ser uma
influéncia do cobre coordenado ao anel tetrapirrélico. Cabe salientar que o
cobre interfere também em todos os picos associados diretamente ao anel
tetrapirrdlico, suprimindo-os no espectro.

A Figura 54 mostra o deslocamento dos picos relatados no paragrafo

acima.



93

—_ SBA/HP:Cu2*:APTES) — SBAIHP:Cu2*:APTES)
—__ SBAJ(HP:APTES) —_ SBA/(HP:APTES)

R [ — ﬁupfm

T T T T
T T T T T
180 175 170 165 160 155 150 50 45 0 35 20 e i
& (ppm)

Figura 54- Expansao do espectros de RMN de *C mostrando o
deslocamento de pico.
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6. Aplicacao

Na literatura ndo s&o encontrados relatos de hematoporfirina
imobilizada em material poroso como agente antifungico, no entanto moléculas
de porfirina, de modo geral, tem agao antifungica (PERUSSI, 2007). Sendo
assim realizou-se a avaliagdo da agao antifungica das amostras imobilizadas

em SBA-15 sintetizadas neste trabalho.

6.1 Avaliagao Antifungica:

6.1.1 Testes com o fungo Penicillium citrinum:

O fungo P. citrinum é um contaminante muito comum em alimentos e
plantas, e algumas espécies de Penicillium ssp. sao capazes de produzir
toxinas que podem prejudicar o ser humano. A formacao desse fungo se da
pelo aparecimento de coloragéo preta (BERGOLD; GEORGIADIS, 2004).

Abaixo, as imagens sao referentes aos testes realizados para o
fungo P. citrinum. A Figura 55 apresenta o branco do fungo contendo apenas o
meio de cultura e os esporos fungo. Esses testes foram realizados de forma

preliminar apenas para observar se ha crescimento ou nao do fungo.

Figura 55- Imagem do meio de cultura com o fungo P. citrinum.
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Figura 56- Resultado da ac¢ao inibitéria do crescimento do fungo

Penicillium citrinum para (a) SBA-15 e (b) Hematoporfirina.

Os resultados preliminares de agédo antifungica para o fungo P.
citrinum mostram que a amostra de SBA-15 pura (Figura 56. a), praticamente
nao inibiu o crescimento do fungo. Por outro lado, a amostra de hematoporfirina
pura (Figura 56. b) inibe parcialmente o fungo indicando assim uma possivel
acgao positiva para que a coldnia do fungo néo se desenvolva.

A Figura 57 apresenta os resultados da avaliagao da agao inibitéria

para as amostras imobilizadas em SBA-15.

Figura 57- Imagens da ag¢ao do fungo Penicillium citrinum nas
amostras, a) SBA(HP:Cu?*’APTES), b) SBA-15( HP: APTES), c) SBA-15(
HP:Cu®) e d) SBA-15( HP: APTES) +Cu®**

As amostras imobilizadas em SBA-15 mostradas na Figura 57

apresentam  diferencas no halo de inibicdo. A Figura 57.a
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(SBA(HP:Cu?""APTES), se mostrou semelhante a amostra de silica pura, sendo
observada a formagéo do fungo.

A amostra na qual metaloporfirina funcionalizada foi adicionada ao
SBA (Figura 57. b) inibiu parcialmente o fungo. Ja na amostra onde a
imobilizacdo sobre a SBA-15 foi somente da hematoporfirina funcionalizada
com APTES, observa-se que n&o ha proliferacdo do fungo, sugerindo assim a
acgao inibitéria dessa amostra para o fungo P. citrinum.

Na Figura 57. c observa-se que houve inibicao do fungo, mesmo que
nao completamente, pois a presenca das manchas escuras na placa de
amostragem resulta na proliferagdo do mesmo.

A ultima imagem (Figura 57. d) apresenta a amostra na qual o metal
foi adicionado pds-sintese da hematoporfirina funcionalizada com APTES.
Pode ser observado que ndo houve inibigdo do crescimento do fungo.

De acordo com os resultados obtidos, observa-se que da amostras
contendo SBA-15 modificadas, sintetizada neste trabalho, a unica que
apresentou eficacia e tem potencial para inibicdo do fungo P. citrinum foi a
SBA-15( HP: APTES). No entanto novos testes sdo necessarios para a

confirmagéo da ag&o antifungica dessa amostra.

6.1.2 Testes com o fungo Aspergillus oryzae:

Outro fungo testado foi o Aspergillus oryzae, que é muito utilizado na
culinaria japonesa e chinesa para fermentagdo do gréo de soja e também de
algumas bebidas tipicas, como o saqué. A importancia desse fungo se deve
pela obtencdo da enzima (- galactosidase, que é usada para hidrolisar a
proteina do leite, a lactose (MACHIDA et al., 2005). Esse fungo possui agao
diferente do P. citrinum, enquanto o A. oryzae é benéfico e utilizado na
alimentacao, o outro € um contaminante que pode produzir toxinas.

A acdo desse fungo € confirmada com a visualizagdo da formagéo
de um fungo filamentoso (“bolor”), confirmando a atividade para a fermentagao
ou a hidrdlise enzimatica.

Na imagem da Figura 58, o fungo A. oryzae ficou em contato com a

amostra de SBA-15 pura, e observa-se que n&do houve a produgao de bolor, e
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sim a formagao de um tipo contaminante, como houve assepsia e esterilizacao
na fase do preparo essa contaminagao pode ter sido influencia da amostra com
o0 meio de cultura e a presencga do fungo, impedindo a agéao de fermentacéo do
fungo e indicando que a amostra pura de SBA-15 n&o contribui para estimular a

acao do mesmo.

Figura 58- Imagem da agcdo do fungo Aspergillus oryzae na

placa contendo SBA-15 pura.

Foram testadas também as amostras de hematoporfirina e
metaloporfirina funcionalizadas, imobilizadas em SBA-15, a fim de observar a

acgao do fungo conforme mostrado na Figura 59.

Figura 59- Imagens da agado do fungo Aspergillus oryzae nas
placas contendo a) SBA-15(HP:APTES), b) SBA-15( HP:Cu**) e c) SBA-15
(HP:APTES)+Cu?".

Na Figura 59, sdao mostradas as imagens da acgdo do fungo
Aspergillus oryzae nas amostras de SBA-15 modificadas. Na Figura 59. a, cuja
amostra contém somente a hematoporfirina funcionalizada com APTES,
imobilizada sobre o material poroso, e na Figura 59. c, cuja imobilizagdo

ocorreu primeiramente com hematoporfirina funcionalizada com APTES,
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seguida da adicdo do metal pds sintese, sao evidenciados a formagao do
fungo filamentoso, indicando a acdo desse fungo em contato com a amostra,
contribuindo para fermentacado, a qual € a de interesse no uso deste fungo.

Por outro lado, ndo se observa o crescimento do fungo na amostra
59. b, seguindo 0 mesmo padrao da amostra de SBA-15 pura, esse resultado
se deve a baixa quantidade de hematoporfirina imobilizada, ja que na mesma
nao foi adicionada APTES para a imobilizagao.

Apesar das amostras apresentarem resultados promissores, mais
testes sdo necessarios para confirmar a acado dessa amostra contribuindo para

a fermentagao.
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7. Conclusoes

De acordo com a primeira proposta deste trabalho a etapa de
sintese do material silicatico, MCM-41 e SBA-15, pode-se averiguar que a
MCM formada ndo possui um ordenamento de longo alcance, embora por
fisissorcdo de N, , MEV e SAXS, atribui-se que o material sintetizado é do tipo
MCM-41.

Ja a obtencdo do material silicatico do tipo SBA-15 se mostrou bastante
eficaz, pois dentro o conjunto de caracterizagdes realizadas pode-se perceber
gque a mesma possui um ordenamento e arranjo hexagonal, ha presenca
predominante de mesoporos, além da confirmacao das espécies de silica por
RMN de #°Si.

Outro objetivo desde trabalho foi a funcionalizagdo de
hematoporfirina com APTES e a complexagcdo com cobre Il para a obtencao da
metaloporfirina. Foi observada através do UV-Vis que houve a metalagcédo da
hematoporfirina com cobre Il, e que a adicdo do APTES como agende
compatibilizante ndo afetou a coordenagao do metal no centro tetrapirrélico.

Com o material silicatico sintetizado e a etapa da funcionalizagao da
hematoporfirina e metaloporfirina, a finalizagcdo desse trabalho € a imobilizagao
do material organico sobre a silica sintetizada. Pelo teor de cobre observou-se
que as amostras nas quais foram funcionalizadas com APTES apresentaram
maior porcentagem do metal. Por fisissorgdo de N a imobilizacdo foi
observada através da diminuicdo da area especifica e do volume de poros.
Além disso, a adicdo do macrociclo nao influencia na estrutura, no
ordenamento e na morfologia, que s&o essenciais para que o material silicatico
mantenha suas propriedades. Outra caracterizacdo importante para o resultado
da imobilizacdo efetiva foi a analise de UV-Vis de sélido, cujas bandas de
absorcdo caracteristicas da hematoporfirina e metaloporfirina foram
evidenciadas por UV-Vis-DRS.

Com a ressonancia magnética nuclear de ?°Si pode ser observado
que na amostra pura, estdo presentes os picos das espécies silicaticas Qo, Q3
e Qg4 no entanto ndo se observa uma diminuigao significativa dos silandis do

tipo Q3 da superficie do material poroso. No entanto, devido a quantidade de
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APTES usada para a funcionalizagao da porfirina e a sensibilidade da técnica,
nao foi possivel observar por RMN as espécies T do APTES, onde o silicio
esta ligado a trés atomos de oxigénio.

Com o RMN de "C, comparando os resultados da amostra de
hematoporfirina pura observou-se a presenca do pico da carbonila, no entanto
nas amostras imobilizadas em SBA-15, submetidas a essa analise, tem-se a
presencga de outro pico sugerindo a interagdo do APTES com a hematoporfirina
e acarretando na formacdo da amida. Além disso, a presenga do metal
coordenado na porfirina mostra um deslocamento dos picos, associado a
coordenacao deste no centro tetrapirrélico do macrociclo.

Em relagcdo a avaliagdo do material como agente antifungico, os
resultados se mostraram promissores, no entanto as amostras imobilizadas
apresentaram agao diferenciada para os dois fungos testados. No teste para o
fungo Penicillium citrinum, as amostras SBA-15(HP:APTES) e SBA-15(
HP:Cu2+) se mostraram inibitorias para o crescimento, o que para esse fungo
€ um ponto positivo. J& para o segundo teste, realizado com o fungo
Aspergillus  oryzae, as amostras SBA-15(HP:APTES) e SBA-15
(HP:APTES)+Cu?*, o crescimento do fungo filamentoso nas placas indica que
essas amostras propiciam a agado benéfica deste. Mesmo assim, novos testes
quantitativos deverao ser realizados com novos parametros para a confirmacgao

da agao antifungica das amostras imobilizadas.
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8. Perspectivas futuras:

» Testar a metalagdo da hematoporfirina com outros metais de
transicao;

» Aprofundar o estudo de avaliagdo antifungica das amostras

para os fungos testados;

» Avaliar o potencial das amostras imobilizadas em material

poroso MCM-41 e SBA-15 como sensor eletroquimico;
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