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Titulo: Estude do Comportamento de Adsorc¢io de Alguns Amino Acidos,
Utilizando-se Silica Gel Modificada.

Autor: Antonio de Santana Santos
Orientador: Prof. Dr. Lauro Tatsua Kubota
Co-orientadora: Profa. Dra. Ileana Facchin

RESUMO

A possibilidade da imobilizagio de grupos funcionais na superficie da
silica gel, associado as suas caracteristicas favoraveis ao processo de adsorgio,
com possiveis aplicages em métodos de purificagdo e separagdo, despertou o
interesse no estudo do comportamento de adsorgio de biomoléculas, tais
como: amino acidos.

Com esta finalidade fez-se a modificagdo da silica gel com quatro
diferentes grupos: aminopropil-benzenossulfonato (SABS), 6xido de niSbio
(SN), 6xido de zircdnio (SZ) e fosfato de zirconio (SZP), obtendo uma
quantidade de 0,65; 0,80; 0,57 e 0,45 mmol g’ de grupos imobilizados na
superficie, respectivamente, com 4reas superficiais de: 378, 486, 471, 513 m®
g’, na mesma ordem. Posteriormente foram realizados experimentos em
batelada para verificar o comportamento de adsor¢io de alguns amino acidos
pelas silicas modificadas, bem como, a influéncia do pH na adsorgiio dessas
moléculas.

Para o experimento em batelada, dissolveram-se os amino acidos em
4gua, obtendo-se as melhores adsorgdes com a glicina. Estes resultados forarn:
1,39 mmol g para a SABS, 0,76 mmol g para a SZP, 0,49 mmol g para SZ
e 0,45 mmol g’ para a SN. Usando outros amino 4cidos obteve-se bons
resultados como: 0,82 mmol g de histidina e 0,65 mmol g de lisina, usando
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silica SABS; 0,75 mmol g" de leucina e 0,59 mmol g” de lisina, usando SZP.
Neste experimento foi possivel notar que todas as silicas modificadas
obtiveram resultados de adsorg¢des superiores a silica gel pura, para a qual a
adsorgdo maxima foi de 0,34 mmol g, para a glicina.

Com o controle do pH (variando de 2 a 6) houve mudanga significativa
na resposta das adsor¢des dos amino 4cidos, apresentando, em muitos casos,
maximos de adsor¢do bem definidos, como para a glicina em pH 3,0; leucina
em pH 4,0 e histidina em pH 2,0, usando-se a silica SABS ou ainda a lisina
em pH 1,0 e leucina em pH 4,5, usando-se a silica SZP, evidenciando uma
maior seletividade, sem perda na capacidade de adsor¢do. Neste caso, a SABS
e a SZP foram as silicas que apresentaram melhores resultados, mostrando que
através do controle do pH € possivel melhorar a seletividade, possibilitando a

separacdo de amino acidos.
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Title: Study of the Behavior of Adsorption of some Acid Amino, Using
Modified Silica Gel. : |

Author: Antonio de Santana Santos
Supervisor: Lauro Tatsuo Kubota

Co-supervisor: Ileana Facchin
ABSTRACT

The possibility of functional groups immobilization on the silica gel
surface associated to its characteristics favorable to the adsorption process
with possible applications in purification and separation methods, brought up
the interest to study the behavior of biomolecules adsorption, such as, amino
acids

Modification of the silica gel was accomplished with four different
groups: aminopropyl-benzenesulfonate (SABS), niobium oxide (SN),
zirconium oxide (SZ) and zirconium phosphate (SZP), presenting respectively
0.65, 0.80, 0.57 and 0.45 mmol g of immobilized groups on the surface. The
new surface area were 378, 486, 471, 513 m® g’ respectively. batch
experiments were carried out in order to verify the adsorption behavior of
some amino acids by the modified silicas, as well as the influence of the
solution pH on the adsorption of these molecules

For the batch experiment, when the amino acid was dissolved in water,
the best adsorption results obtained to glycine were: 1.39 mmol g” for SABS,
0.76 mmol g" for SZP, 0.49 mmol g? for SZ and 0.45 mmol g? for SN.
Employing other amino acids, good results were also obtained such as: 0.82



v

mmol g’ of histidine and 0.65 mmol g” of lysine, using SABS silica; 0.75
mmol g’ of leucine and 0.59 mmol g of lysine, using SZP. In this experiment
it was possible to note that all modified silicas showed results higher than the
pure silica gel, which showed maximum adsorption of 0.34 mmol g’ when for
glycine.

By controlling of the solution pH (in the range 2 - 6), a noticeable
change in the amino acids adsorption capacity was observed, often presenting
well defined maxima adsorption, as for glycine at pH 3.0, leucine at pH 4.0
and histidine at pH 2.0, using SABS, or even lysine at pH 1.0 and leucine at
pH 4.5, using SZP, highlighting a higher selectivity, with no loss of adsorption
capacity. Thus, SABS and SZP showed the best results, indicating that by a
thorough pH control of the solution may improve its selective character,
allowing a separation process. |
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L. INTRODUCAOQ

O advento da biologia molecular tem exigido um continuo
desenvolvimento das técnicas de purificagio e separagéo de biomoléculas'. Em
 geral, os vérios processos existentes s#o trabalhosos e demorados?.

Neste sentido € possivel notar grandes esforgos no desenvolvimento de
métodos cromatogrificos nos ultimos anos, tais como: a cromatografia de
troca-iénica>* e a cromatografia de afinidade™, Estes métodos baseiam-se na
exploragéio das propriedades fisico-quimicas das fases estaciondrias, as quais
desenvolvem diferentes graus de afinidade eletrostitica entre o trocador
suportado e os fons da fase mével, bem como na exploragio das propriedades
biolégicas de algumas moléculas em unirem-se reversivelmente a ligantes
especificos’, respectivamente.

Uma vez conhecida a importincia destes trocadores e dos grupos
funcionais suportados na fase estaciondria, vérias tentativas de desenvolver
trocadores sintéticos tém sido realizadas visando ao aumento da capacidade de
troca, da velocidade e da eficiéncia durante a separagéio, principalmente, nos
métodos cromatograficos.

Trocadores sintéticos podem ser preparados a partir de 6xidos de metais
do grupo IV e V, como o zirconio® e o ni6bio™'° e de 4cidos de metais do
mesmo grupo como, por exemplo, o acido fosférico''. Estes materiais
apresentam a vantagem de serem estéveis a tratamentos térmicos e i radiagfio
nuclear.

O avango ocorrido nos estudos efetuados com estes trocadores
sintéticos'? é importante para o entendimento dos processos de separagio de
moléculas e ions. No entanto, os dados disponiveis na literatura nfio sfo
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suficientes para explicar os mecanismos de adsorgdo envolvidos entre os
solutos ¢ as matrizes. Em sua grande maioria, estes estudos restringem-se a
fases estacionarias organicas'>!%, capazes de promover adsorcdio de moléculas
e fons metalicos em solventes aquosos!® e nio aquosos'®*®. Tem-se observado,
entretanto, o uso de fases estaciondrias inorgénicas, como a silica, os 6xidos
metélicos'®, as ze6litas”® e as argilas®’. Estas fases comegam a despertar
bastante interesse devido &s vantagens sobre as fases orgéinicas, tais como:
estabilidade, adsorgfio de cétions e &nions através do controle do pH da
solugiio™, grande érea superficial, rigidez®? e alta seletividade®. Tais
caracteristicas tornam as fases inorgnicas capazes de promover a separagdio
de varios tipos de moléculas e fons?’.

Com relagéio a silica, ela apresenta algumas vantagens sobre outros
adsorventes inorgénicos, tais como: grau de pureza; poros homogéneos, area
superficial elevada, pequena pressdo de inchamento®?, além da possibilidade
de modificagdo da sua estrutura, com uma grande variedade de grupos
funcionais. |

Com todas estas caracteristicas favordveis ao processo de troca idnica e
adsor¢éo apresentada pela silica gel, sobretudo apés a modificagso de sua
superficie, e sabendo-se que algumas protefnas apresentam afinidade com
grupos fosfato e sulfonico®, seria importante investigar possiveis interagdes de
algumas moléculas (amino 4cidos) com esses grupos presentes na silica
modificada. Estes estudos permitiriam avangar com relagdo ao entendimento
dos processos caracteristicos de adsor¢dio entre a fase estaciondria ¢ a
molécula, levando a um dominio da técnica de separagdo de moléculas, tais

como, amino cidos e protefnas.®!
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I.1. Aspectos Gerais da Silica Gel

A silica ou diéxido de silicio pode ser natural ou sintética, ndo-cristalina
ou cristalina. Na preparagdo da silica e na estrutura do silicato esté o SiO,, que
corresponde a um tetraedro regular, no qual, os quatro fons de oxigénio (07?)
situam-se nos vértices ¢ o atomo de silicio no centro da cavidade. Isto se deve
ao fato que, sendo o fon O muito maior que o ion silicio (Si**), a presenca de
quatro unidades na molécula de SiO, faz com que haja um contato mituo entre
eles e, portanto, o ion silicio € dito que estd num buraco tetraédrico’.

Um bom entendimento da estrutura da silica cristalina é 0til na
compreensdo da estruturé. da superficie da silica nfo-cristalina, bem como seu
interior. Todas as formas da silica contém Si-O ligados com comprimento ao
redor de 0,162 nm, que € consideravelmente menor que a soma dos raios
covalentes dos &tomos de silicio e oxigénio (0,191 nm)*. O encurtamento do
comprimento da ligagdio ocorre devido ao carater parcialmente i6nico da
ligagéo e ¢ responsavel pela relativa estabilidade das ligagdes siloxanas.

Na silica ndo-cristalina a estrutura interna é determinada, ao oposto da
silica cristalina, por um empacotamento aleatério de unidades [SiO4}* que
resulta na estrutura nfio periddica. Como resultado da diferen¢a das varias
estruturas da silica amorfa, ela apresenta diferentes densidades.

O comprimento ¢ o dngulo da ligag&o Si-O, tanto na silica amorfa quanto
na cristalina, tdm sido estudados por espalhamento de raios-X*4, 2°Si
RMN*>*,  difragio de néutrons e elétrons e por espectroscopia na regido de
infravermetho®”. Trés bandas de absorcdo fortes a 800, 1100 e 1250 cm’,

medidas pela técnica de absorgio no infravermelho de transmissfo, séo
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atribuidas & vibragdo fundamental Si-O e nfo diferem grandemente nas

diferentes silicas quanto & posig&o.
L.2. Superficie da Silica Gel

Vérias técnicas analiticas permitiram confirmar e expandir a visdo da
superficie da silica em termos dos grupos silanéis, pontes de siloxanos e 4gua
adsorvida por pontes de hidrogénio. E aceito que os &tomos de silicio da
superficie tendem a ter uma configuracfo tetraédrica completa e que em meio
aquoso sua valéncia livre torna-se saturada com grupos hidroxilas, formando
grupos silandis. Grupos silanéis vicinais podem condensar para formar, sob
condigdes apropriadas, pontes de siloxanos: =Si-O-Si=.

Os possiveis tipos de grupos silanéis e siloxanos presentes na superficie

da silica encontram-se representados na Figura 133,
H
o 9 H
| | HQ  OH HQ c|> OH
Si Si No/ / /
ESRCACINY 7 S 1
Grupos silandis isolados Silanodio! | Silanotriol

cl)/ H\?/ I-’\{l.)/ H

Vicinais Superficie Stioxano

Figura 1. Representacfio dos grupos silandis da superficie da silica.
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E importante salientar que os grupos silanéis sdo formados na superficie
da silica no momento da sintese, isto é, durante a condensagdo polimérica do
Si(OH); ou como resultado da rehidroxilagio da silica termicamente
desidratada, quando tratada com dagua ou em solugdo aquosa. Os grupos
silan6is na superficie da silica podem ser classificados de acordo com sua

natureza, multiplicidade de sitios e tipo de associagio®s.
L3.Propriedades da Superficie da Silica

1.3.1. Desidratac@o-Hidratagdo da Superficie da Silica

Quando a silica € aquecida, os grupos hidroxilas sfo liberados
perdendo-se dgua. Contudo, alguns grupos persistem mesmo & temperatura de
800°C, sendo que a remogéio completa requer aquecimento acima de 1000°C
por um tempo prolongado. Na verdade, o aquecimento da silica em atmosfera
anidra ou em vécuo elimina parcialmente os grupos hidroxilas do material.
Quando a desidroxilag&o é realizada a temperaturas acima de 600°C, somente
permanecem hidroxilas residuais na superficie, as quais sfio relativamente
iméveis. A concentragdo de grupos hidroxilas na superficie da silica seca a
115°C ¢ de aproximadamente 6,25 x 102 AZ, Para a desidroxilagfio da silica a
600°C o niimero & de aproximadamente 3,1 x 102 A2 | que se reduz novamente
para 1,4 x 102 A? para a silica aquecida a 800°C. Quando a silica é novamente
hidratada, a concentragdo de grupos hidroxilas na superficie & de 4,3 a
55 x 107 A%, mais baixo que o valor para a silica antes do tratamento

térmico.
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As propriedades de adsorcio de materiais contendo silica dependem
muito da estrutura quimica desses grupos hidroxilas terminais. O grande
conhecimento destes grupos hidroxilas, é na verdade, pré-requisito para novas
discussoes. |

Depois de removidas as moléculas de 4gua na superficie, & temperatura
menor que 160°C , diz-se que a superficie foi ativada, ou seja, as moléculas de
agua fisicamente adsorvidas foram removidas, sem danifica¢fio da estrutura do
material. A vagarosa perda de peso pode ser atribuida aos grupos hidroxila
(banda em 3660 cm™), os quais apresentam hidrogénios vizinhos e sdo
removidos como 4dgua durante a desidratagdo térmica. Até aproximadamente
900°C , pode ser observado um grupo OH por nm® na superficie,
correspondendo 4 banda bem definida a 3747 cm! atribuida a vibragdes livres
dos grupos hidroxilas da superficie da silica, que ndo sdo pertubados por este
desenvolvimento. E importante notar que acima da temperatura de 450°C, a
desidratagdio da superficie torna-se progressivamente irreversivel. Em
aquecimentos acima de 800°C, ponto em que 0 espectro na regiio de
infravermelho mostra somente as vibragSes livres no grupo silanol na
superficie, a desidratagfo ¢ irreversivel.

A adsorvitividade e reatividade destes grupos ¢, na verdade, dependente
da sua ocorréncia como espécies isoladas ou ligadas por pontes de hidrogénio.
Analitos bases de Lewis adsorvem, preferencialmente, nos grupos hidroxilas de
vibrago livre, enquanto que espécies nio doadoras de pares eletrbnicos
adsorvem, melhor, em grupos silanéis ligados por pontes de hidrogénios®.
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1.3.2. Caracterizaggo da Superficie da Silica

As principais propriedades superficiais da sflica gel, associadas aos
fendmenos de adsorgdo, sdo: 4rea superficial especifica, tamanho das particulas
¢ didmetro médio dos poros.

A érea superficial especifica d4 uma idéia da extenséio da superficie do
material disponivel as interagBes fisicas e quimicas e é, normalmente, expressa
em m’ g'. A determinag3io da 4rea é realizada, principalmente, através de
adsorgdes de gases ou solugdes!! , sendo o método de Brunaner Emmett e
Teller*?, conhecido como método BET, um dos mais utilizados.

O volume especifico de poros (V;) refere-se ao volume dos poros
presentes em cada grama do material (cm’g’), podendo ser determinado por
diversos métodos, como pelo emprego de um liquido inerte, ou com o método
merctirio-hélio”’, ou ainda por condensagio de nitrogénio a temperatura do
nitrogénio liquido™.

Para a determinagdo do didmetro médio de poros, o método mais
empregado € o da condensaggo capilar, conhecido como porosimetria, no qual
¢ feita a medida do volume de um liquido (mercirio), que nio molhe o

adsorvente, quando forgado sob pressdo dentro dos capilares®’.

L4. Modificaciio da Superficie da Silica Gel

A imobilizagdo dos reagentes sobre a superficie da silica oferece
algumas vantagens em relagfio 4 imobilizagio sobre outros suportes, tais como,
polimeros orgénicos. Isto porque a silica é prontamente modificada por uma
variedade de agentes silicosos, alcéxidos e haletos, aminas priméirias e
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secundsrias e outros reagentes variados, permitindo imobilizaggo de grandes
quantidades de grupos fimcionais . Outro aspecto importante é que, na silica,
os grupos estdio ligados na superficie deste suporte,' proporcionando altas
velocidades de troca*®*’, enquanto que algumas matrizes poliméricas organicas,
com ligagBes altamente cruzadas, requerem maior tempo para atingirem o
equilibrio*®. Outra vantagem & que a sflica oferece excelente resisténcia a
dilatagdio, sendo que mudangas na composigsio do solvente tém pequeno efeito
sobre esse suporte em pH < 9,0 . Assim, superficies de sflica s3io excelentes
para a imobiliza¢&o de reagentes analiticos.

1.4.1. Modificagdo da Superficie da Silica com Grupos Inorganicos (Oxidos

Metalicos)

Usualmente, o método mais eficaz para obtengio de 6xidos metélicos
suportados na silica ¢ o enxerto, que leva a formagio de ligagio covalente entre
0 suporte e a espécie imobilizada. Neste método, o sélido é obtido através de
reagdo, em fase liquida, do suporte com o fon metélico, na forma de haleto ou
alcéxido. Os 6xidos obtidos deste modo encontram-se altamente dispersos,
mantendo as propriedades morfolégicas iniciais do suporte, como
granulometria, 4rea superficial e porosidade™!,

Ha duas maneiras principais de se conseguir esse enxerto:

a) Interacdo direta do haleto ou alcoxido com grupos hidroxilas da superficie,
como mostra a equagéo (1), onde =Si-OH representa os grupos silanéis da
superficie da sflica, M é o metal ligante e X o haleto utilizado.

=Si-OH + MX, — =SiOMXqm + mHX  (eq.1)
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b) Interagéio com grupos formados na superficie do éxido depois da ativagéio
- quimica, que consiste na troca dos itomos de hidrogénio por fons de metal
alcalino (K). Esta ativagfio leva a um aumento da capacidade nucleofilica dos
dtomos de oxigénio presentes, originalmente, nos grupos hidroxilas da
superficie, equacdo (2).

=Si-OH KX . =8i-0K MX, . =8i-O-MX  (eq.2)

ApéGs esta primeira etapa € feita a hidrélise do haleto ou alcoxido
imobilizado para obtengio do 6xido hidratado, como representado na equagéio
) |

=5i-OMX + nH,0 - =Si-O-M(OH), + nHX (eq. 3)

1.4.2. Modificagio da Superficie da Silica com Grupos Organofuncionais

As hidroxilas da superficie da silica gel reagem facilmente com grupos
organossilanos para produzir a silica quimicamente modificada, cujas
propriedades quimicas e fisicas sfio substancialmente diferentes da silica
original. Silica modificada por fase ligada, com grupos alquila e arila tem maior
importdncia técnica e comercial como fase estacionaria para cromatografia
liquida,® visto que a superficie hidrofilica é levada  hidrofébica, variando suas
caracteristicas de adsorgio®’. |

Para a modificagdo da silica com grupos organofuncionais hi trés
principais tipos de ligagéo entre a superficie e as moléculas orgénicas:
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A)=Si-0-C
B)=Si-NH-C
O)=Si-C

A) Ligagdes do tipo =Si - O -C

Os grupos silanéis de carater fracamente 4cido na superficie da silica gel,

podem reagir diretamente com os alcoois a temperaturas elevadas:
=Si-OH + R-OH 550K  =Si-O-R + H,0 (eq.4)
—

E possivel obter o derivado alcoxido reagindo, primeiramente, os silandis
da superficie da silica com cloreto de tionila €, numa segunda etapa, proceder
a reagdo com alcool, como mostram as equagdes (5) e (6).

=85i-OH + SOCl, —*® =Si-Cl + SO, + HCl (eq.5)
=Si-C1 + R-OH —® =§i-O-R + HCl (eq. 6)
E importante notar que, uma vez clorada a superficie da silica, abrem-se

caminhos para outras reagdes, devido i alta reatividade da ligagdio Si - Cl,

assim como ocorre com o0s clorosilanos em geral.
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B) Ligagdo do tipo =Si - NH - C

Estas ligagGes podem ser obtidas reagindo-se a silica clorada, produto d
equagio (5), com aminas primarias ou secundirias, obtendo-se coi:npostos que
sdo resistentes a hidrélise no intervalo de pH entre 4 e 8, conforme indicado'

nas equagdes (7) e (8), onde R =-COOH, NH,, grupos arométicos e outros.
=5i-Cl + R-NH, —» =Si-NH-R + HCl (eq.7)
=Si-Cl + RIRRNH — =Si-NRR;, + HCl (eq.8)
C) Ligagdo do tipo =Si - C

Este tipo de ligagdo ¢ o preferido para fixar grupos ligantes a superficie
da silica, visto que é realizada sob condi¢fes brandas, resultando numa fase
estacionaria mais estavel e hidrolitica do que as citadas anteriormente.

Em geral, € utilizado o reagente de Grignard, numa segunda etapa, para a
formagdo das ligagdes =Si - C, como visto na equagdo (9), partindo-se de
sflicas cloradas, representada na equagfo (5), onde R representa um radical
organicoe X, 0 Cl,Broul

=Si-Cl + RMgX —3 =Si-R + MgXCl (eq. 9)

Outro método importante para este tipo de ligacfo ¢ a reagfio dos grupos

silanéis da superficie com organoclorossilano ou organoalcoxissilano, equagdes
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(10) e (11), onde RO representa -OCH; ou - OC;Hs e R os grupos

organofuncionais.

R-CH; - CH; SiCl; + 3(=8i- OH) —, (=5i - O); - Si - CH,CH,R + 3HCI
(eq. 10)

(ROXSIR + 3(=Si-OH) > (=Si-0)s-Si-R + 3ROH
(eq. 11)

L.5. Caracterizacgiio de Silica Gel Funcionalizada

A demanda por novos materiais exigidos pelas novas tecnologias, na
década de oitenta, levou a procura de um maior esclarecimento sobre a
superficie da silica. Avangos significativos na instrumentagio e
desenvolvimento de novas técnicas de andlise de superficie estdo permitindo
significativos progressos na elucida¢fio da estrutura da silica gel. Ha vérios
métodos para caracterizar a silica funcionalizada . A andlise elementar de C,
H, e N, por meio do método de Kjeldhal, na maioria das vezes, é suficiente
para avaliar a quantidade de grupos pendentes por unidade de massa do
material>*. H4 casos, no entanto, onde o grupo organofuncional nfio tem
nitrogénio e, por isso, a andlise elementar nfo ¢ suficiente para determinar a
quantidade desses grupos, devido & possibilidade de existir alcéxidos nfo
reagidos, além de outros subprodutos™, sendo necessario recorrer a outros
métodos. Abaixo ¢ feita uma descrigdo resumida de alguns dos principais
meétodos de caracterizagfo de silica gel.
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L5.1. Métodos para a Caracterizagio de Grupos Funcionais e Variagio

Estrutural em Silica Modificada

Os trabalhos realizados antes dos anos oitenta, para a determinagio da
area superficial, eram baseados na capacidade de adsorver moléculas de area
seccional conhecida, em monocamadas, como visto no item (1.3.2). Por
exemplo, no método de Brunauer-Emmett-Teller (BET), a 4rea superficial
especifica ¢ determinada pela adsor¢@o de nitrogénio molecular, que possui
uma 4rea seccional de 16,2 A2,

Para mateniais porosos, a capacidade da superficie em adsorver dgua
seria uma definigio mais exata da 4rea da superficie da silica. Varios trabalhos
na literatura®® mostraram o comportamento de adsorgdo da 4gua nos poros de
silicatos através de isotermas de adsor¢do. Outro método para medida da area
da superficie usando 4gua é baseado na ressondncia magnética nuclear,
discutida por Gallegos e colaboradores®’. No entanto, o método mais moderno
para a determinagdo da area de superficies irregulares é baseado na geometria
' fractal®®>?.

Além da determinaggo da area, varias outras técnicas sio utilizadas para
caracterizar a silica, uma delas, bastante empregada, é o Espalhamento de
Raios-X a Baixo Angulo (SAXS). Por meio desta técnica é possivel determinar
o volume dos poros, bem como o tamanho dos mesmos™.

Outra técnica usual € a Espectroscopia Fotoeletronica de Raios-X (XPS),
também conhecida por Espectroscopia de Elétrons para Anilise Quimica
(ESCA). Ela tem aplicagdes qualitativas e/ou quantitativas, ja que neste tltimo
a area do pico no espectro de XPS € considerada diretamente proporcional ao
nimero de dtomos do elemento do qual o pico deriva. Desta forma, pode-se
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obter a porcentagem atdmica relativa de cada elemento quimico presente na
amostra®s!.

Assim como na andlise de solidos no qual se busque determinagdes
| quantitativas de metais suportados na superficic deste sélido, uma técnica
bastante elegante é a Espectroscopia de Fluorescéncia de Raios-X de Energia
Dispersiva (EDXRF)**®. Ela permite a identificagio dos elementos presentes
na amostra a partir do comprimento de onda da radiagéo emitida caracteristica,
e sua determinagdo quantitativa a partir da intensidade de radiagio emitida,
quando a amostra é bombardeada por outra radiago similar.

Ja na caracterizagdo das propriedades do sélido ao nivel das dimensdes
atdmicos, uma técnica utilizada é a Ressonincia Paramagnética Eletronica
(EPR). Em geral, a maior quantidade de informag¢des concementes aos sitios
paramagnéticos em sélidos pode ser obtida a partir de medidas em
monocristais. No entanto, alguns materiais que n#io formam cristais simples ou
tmicos, como vidros, cerdmicas ¢ silicas podem também ser analisados®53.

Ja no estudo de grupos funcionais suportados na superficie da silica, uma
técnica muito empregada é a Espectroscopia de absor¢do no Infravermetho.
Nestes espectros, as absor¢es mais significativas ocorrem entre 2000 e 1870
cm”, devido & combinagiio do esqueleto da silica ¢ em 1630 cm’, que
correspondem a vibragdes de deformacgfio angular da molécula de 4gua. Por
sua vez, na regido entre 3800-2800 cm™ ocorrem bandas muito intensas e
largas, devido as vibragdes de estiramento simétrico, do grupo hidroxila da
agua e do grupo silanol. Portanto, os intervalos disponiveis para a
caracterizagdo do material funcionalizado®®’ estfio nas faixas compreendidas
entre 2800-2000 & 1750-1350 cm™. |
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- Uma outra técnica utilizada para o estudo dos grupos hidroxilas na
superficie da silica gel ¢ a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)®, que
permite verificar a quantidade dos grupos hidroxilas isolados e dos geminais.
Por sua vez, para o estudo dos grupos silanéis residuais na superficie da silica
modificada, uma técnica eficiente é a Polarizagdo Cruzada com Rotagdo em
Angulo Magico™™ (CP-MAS), que é empregada para se obter os espectros de
RMN de *’Si de solidos. A técnica é muito til no estudo de superficie de

silica, pois envolve apenas os micleos de silicio préximos a superficie, onde os

prétons sdo mais abundantes”,

L.6. Adsorgdo sobre a Superficie da Silica Gel, Normal e Funcionalizada

1.6.1. Adsorgdo sobre a Superficie da Silica Gel

A silica gel tem uma superficie altamente reativa com uma distribui¢io
casual dos grupos silanéis. O mecanismo de adsorgﬁb compreende, na
verdade, as interagSes dos grupos silanéis da superficie com qualquer fungso
polar que possa estar presente no soluto, tais como: alcoois, aminas, cetonas,
acidos carboxilicos, etc.

Para o emprego da silica nos processos de adsor¢do, é necessaria a
ativagdo da mesma, o que envolve a sua desidrataciio, conforme mencionado
no item 1.3.1. Associada aos grupos silanéis estd a dgua de hidratagdo, que
pode ser classificada como segue:

1- Ligada fracamente, facilmente removida por aquecimento ou por extragfio
com solvente.

2- Fortemente ligada.
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3- Agua presente como OH dos SiOH vicinais, que pode ser removida por forte
aqﬁecimento.
Somente nos dois primeiros casos a remogdo de dgua é reversivel.

A superficie dos poros estreitos da silica é coberta, principa]menté, por
grupos hidroxilas em pontes de hidrogénio, enquanto a superficie dos poros
largos € coberta, principalmente, por grupos silanéis isolados. Nos poros
largos, o aquecimento até 110°C produz grupos siloxanos a partir dos silanéis
vicinais (Figura 2A). Os siloxanos sdo sitios absorventes fracos e ndio sdo

importantes, no entanto, sfo reversivelmente transformados em SiOH com

aquecimento na presenga da agua.
OH
T

K

Figura 2. Formagéo dos grupos siloxanos nos macroporos da silica (A) e nos
microporos da silica (B).

Nos poros estreitos, a agua é eliminada por reagdes entre grupos
hidroxilas nos sitios adjacentes (Figura 2B). A reagdo inversa nio & possivel e
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h4 um efeito de diminuigdo na area superficial, devido ao efeito da ligagdo-
cruzada.

A maioria das silicas usadas em processos de adsorgio, é composta de
poros esféricos, com 4rea superficial especifica de 200-800 m? g, tamanho

dos poros de 4-400 nm e tamanho das particulas variando de 5 a 60 um.

1.6.2. Adsorgdo sobre a Superficie da Silica Funcionalizada

As propriedades de adsor¢do dessas silicas funcionalizadas tém
despertado grande interesse para fins analiticos’, uma vez que varios estudos
demonstram que a maioria destes materiais apresenta grande capacidade de
adsor¢do e seletividade. Esta ultima caracteristica toma-se de grande
importancia para a realizagio de especiagfio””. Estes materiais modificados s&o
capazes de adsorver ions metalicos™”*, bem como moléculas biolégicas como:

amino acidos’ e proteinas’’

. A adsor¢do de moléculas orginicas em fase
aquosa sobre a sflica gel funcionalizada depende do pH do meio e, portanto, da
carga elétrica criada na superficie da matriz adsorvente.

Como a adsorgfio é um importante processo verificado nos métodos de
extragio lquido-sélido envolvendo silica modificada, pardmetros quantitativos,
como capacidade de troca, devem ser avaliados.

A capacidade de troca é normalmente calculada por meio da
determinagdio do Np Este pardmetro corresponde & capacidade maxima de
adsorg¢do do adsorbato por grama de silica, sendo determinada pela equagdo
(12)”%, onde: N, corresponde ao mimero de moles iniciais do analito em

solugfo, N ao mimero de moles do analito restantes na solugdo em equilibrio e

w, amassa de silica modificada utilizada.
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Ne=N, - N; (eq. 12)
w
O valor de N; varia em fungdo da temperatura (T) e da concentragdo de
adsorbato (C). Para uma dada temperatura (constante), os  graficos que
descrevem a fungdo Ny com a C sdo denominados de isotermas, cujas anélises

fornecem informagdes relevantes, como mostrado na Figura 3.

C(molL™")

Figura 3. Isoterma de adsorgéo tipica.

Na regido de baixa concentragdo observa-se que a adsorgdo €
praticamente proporcional as concentragdes de equilibrio. Em concentragdes
elevadas, os valores de Nr tendem a uma constante, da qual se determina a
quantidade maxima de adsor¢do (Nf™) de soluto na superficie do material

adsorvente”%,
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L7. Uso da Silica Funcionalizada em Métodos Cromatograficos

A cromatografia processada em silica ou outro suporte com superficie
modificada apresenta vantagens em relagio aos suportes sem modificagdio, pois
a seletividade da fase estacionaria pode ser variada, empregando-se diferentes
grupos funcionais, que podem ser imobilizados em suas superficies.

As fases mais utilizadas em cromatografia liquida sfo: aminas
[{(CH;), NH,], nitrilas [-(CH,),CN], fenila [(CH.),CsHs], octadecila
[(CH,);7CH3], além de vérios grupos trocadores de ions®"52,

1.7.1. A Cromatografia Envolvendo Amino Acidos e Proteinas.

A cromatografia de troca ibnica (IEC) foi o primeiro método
desenvolvido para uso em cromatografia liquida de alta eficiéncia, tendo sido
originado da necessidade de melhorar as técnicas de analise de proteinas e
amino acidos.

O emprego de trocadores i6nicos com base em resina de silica, a partir
de 1970, trouxe melhorias significativas em métodos de purificagdo e
separagdo, devido a sua grande resisténcia a altas pressdes, bem como ao uso
de particulas menores que as resinas de polimeros empregadas até entio®>%,

A IEC depende das interagdes entre as moléculas carregadas na fase
estaciondria ¢ o soluto também carregado presente na fase movel. Nesta
técnica, os jfons do soluto Y competem com fons X! da fase mével por sitios
positivos (+) da fase estacionaria, sendo denominada de cromatografia de troca
aniOnica. Analogamente, em cromatografia de troca catidnica, ions Y do
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soluto competem com fons X' da fase mével por sitios negativos (-) na fase
estacionaria.

A separagdo ¢ alcangada porque os ions da amostra que interagem
fracamente com o trocador idnico da fase estaciondria serdio retidos fracamente
na coluna e serdo eluidos com maior facilidade. Ja o soluto que interage
fortemente com o trocador ibnico da fase estacionaria sera fortemente retido e
sera eluido por ultimo®.

Muitos compostos que apresentam cargas num determinado pH podem
ser separados por troca ifmica. Em geral, o equilibrio 4cido-base que ¢é
estabelecido pode ser representado pelas seguintes equagdes, onde HA

representa um acido e B uma base da fase estacionaria:

HA = H + A (eq13)
B + H = BH (eq 14)

O grau de retengéio do soluto pode ser controlado através do pH da fase |
mével. Em valores menores de pH, havera alta concentragio de H,
deslocando o equilibrio da equagio (13) para a esquerda e apenas baixa
concentragdo de A" competira pelos sitios de troca idnica. Consequentemente,
nestes casos ocorrerd uma rapida eluicdo de soluto acido na coluna de troca
ibnica, pois este se encontrara praticamente em sua forma molecular, ndo
podendo interagir de forma efetiva com os sitios ativos da mainz

Em compostos anfotéricos, isto &, espécies que apresentam grupos
ionizéveis com carga positiva e negativa, como os amino 4cidos, a carga global
efetiva depende também do pH. Quando esta carga for igual a zero tem-se o
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ponto isoelétrico (pI). Em valores de pH menores que pl o composto
apresentara carga efetiva positiva, podendo interagir ao trocador catiénico da
fase estacionaria. Ao contrario em valor de pH acima do pl, o composto
apresentara carga efetiva negativa e podera interagir ao trocador aniénico.

Estas consideragdes sdo relevantes para proteinas e amino acidos.

L.7.2. Algumas Consideragdes sobre a Cromatografia de Afinidade

A utilizagdo da bioespecificidade de moléculas biologicas, explorada
através da imobilizagdo de grupos funcionais na fase estacionaria, tem
proporcionado o surgimento da cromatografia de afinidade. Este tipo de
cromatografia tem tido grande emprego para a purificagdo de biomoléculas. A
grande vantagem da cromatografia de afinidade estdi em priorizar as
caracteristicas das propriedades biolégicas destas moléculas, mais que suas
pequenas diferencas em termos de propriedades fisico-quimicas.

A complexidade e similaridade fisico-quimica de muitos compostos de
mteresse biolégico, tais como, proteinas, amino acidos e acidos nucleicos sdo
apropriados a cromatografia de afinidade devido a alta especificidade e efeito
de concentragdo, indispensiveis em técnica de separagio de moléculas com
atividades biologicas.

Desta forma, a cromatografia de afinidade tem consideravel potencial e
ja é aplicada em estudos bioqﬁimicos € quimicos necessarios na purificagio
destas moléculas. Essa cromatografia vem proporcionando um elegante método
para purificagdes, através do controle do pH e da for¢a idnica. A seletividade
da técnica deriva tanto das interagSes com o ligante, como do uso de eluigdo
apropriadas para cada caso.
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O ligante, que exibe uma afinidade especifica com o substrato, encontra-
se ligado covalentemente & matriz de silica gel. A teoria envolvida nesse
método cromatografico pode ser melhor entendida com o auxilio da Figura 4.

Grupo espacial covalentemente
ligado
Matriz § @ _— - @ Analito
| % Ligante
Ligag#o reversivel
especifica

Figura 4. Esquema ilustrativo da cromatografia de afinidade.

As condigdes essenciais para esse tipo de cromatografia s3o: o ligante e
a matriz devem ser estaveis ds condi¢Ses do experimento; a ligagdo ligante-
substrato deve ser especifica e reversivel sobre as condigdes do experimento e
a ligacio ligante-matriz deve ser tal que as propriedades de adsorgio
especifica do ligante nfo devem sofrer interferéncia da matriz.

L8. Consideracdes sobre a Escolha dos Amino Acidos

Na escolha dos amino 4cidos (Figura 5) procurou-se evidenciar
caracteristicas de cada grupo, levando-se em consideragio a polaridade dos
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mesmos, que possivelmente levarda a comportamentos diferentes quanto 2
adsor¢do na silica modificada. De acordo com a divisdo mais aceita, existem
quatro classes principais de amino acidos: aquela com grupos R n#o-polares ou
hidrofébicos; a com grupos R neutros (sem carga) polares; a com grupos R

carregados positivamente e aquela com grupos R carregados negativamente.

H
R—*T—COO’

BNHy

Figura 5. Formula estrutural geral dos amino acidos. Em azul, parte da estrutura

comum 2 todos eles.

O primeiro amino 4cido selecionado foi a glicina, Figura 6 (a), por ser
o mais simples. Além desta caracteristica, foi escolhido por conter os
grupamentos aminico e carboxilico mais disponiveis para o processo de
adsor¢do sobre a superficie da silica modificada, proporcionando melhor
comprensio deste fendmemo. A leucina, Figura 6 (b), por sua vez, faz parte
da classe dos amino acidos com grupos R nio-polares (hidrofobico). Esse
grupo apolar, provavelmente, adsorvera de maneira diferente da glicina, devido
ao seu carater hidrofobico, caracteristica importante para se analisar

comparativamente as adsor¢des destes dois amino dcidos.
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H CHy Hi
H—%——COO‘ . H‘“""‘z—“]l_coo_
NH, : CHy MRy
H
H Hc:C—-—-CHz— —COO"
I-IBNHCHE—CHZ—CHZ—CH#—COO“ H||\| NH LI‘,'Ha
A Y4
©) (d)

Figura 6. Glicina (a); leucina (b); lisina (c) e histidina (d).

Para os outros amino acidos escolhidos, tomou-se como base as
propriedades de troca-ibnica dos grupos imobilizados na silica gel. Sabendo-se
que os grupos proporcionam troca de cations, foram escolhidos mais dois
amino acidos que possuissem grupos R carregados positivamente. A lisina,
Figura 6 (c) com um aminogrupo consideravelmente basico, cede seus prétons
somente a pH muito elevado, sendo que, em pH 7, apresenta uma carga
positiva efetiva. A histidina, Figura 6 (d), por sua vez, que contém a fung#o
imidazo] fracamente bésica, possui 50% de suas moléculas com grupos R
positivamente carregados em pH 6, enquanto que, em pH 7, somente 10% de
seus grupos R séo positivos. Assim possibilita uma melhor utilizagdo da
influéncia da variagio do pH.
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1.8.1 Propriedades Acido-Base dos Amino Acidos

As propriedades acido-base dos amino 4cidos sdo de muita importancia
para um melhor entendimento nos processos de separagdo, identificagdo e
quantificagéo, sendo portanto, necessario seu prévio conhecimento.

Nas curvas de titulagdo dos amino acidos, os valores de pK, da
ionizago em duas ou mais etapas sdo suficientemente afastados para
permitirem a observagdo de fases distintas. Isso significa que se pode calcular
as relagdes entre as espécies idnicas de um amino 4cido em gqualquer pH, uma
vez que se conhega os valores dos pK, Esses dados também permitem
identificar o ponto isoelétrico (pI).

Nos quatro amino &cidos selecionados, tem-se os seguintes pK

apresentados na Tabela abaixo:

Tabela 1. Valores de pK e pI dos amino 4cidos utilizados.

Amino 4cide  pK; (a-COOH) pK,(a-NH;") pK; pl

Glicina 2,34 9,6 5,97
Leucina 2,36 9,6 5,98
Histidina 1,82 9,17 6,0 7,59
Lisina 2,18 8,95 10,53 9,74

E importante notar que essas propriedades acido-base sdo bastante
exploradas nos métodos de separagdo, identificagio e purificagdo,
principalmente, nos métodos cromatograficos.

Estas caracteristicas dos amino 4cidos sdo propriedades importantes para

o desenvolvimento do projeto, ja que, o propoésito principal deste nfio é apura e
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simples busca de uma fase estaciondria capaz de separar amino icidos, mas
sim, um estudo de algumas das propriedades de adsorgfo dessas moléculas na
intencio de contribuir para um melhor entendimento das propriedades de
adsor¢do de moléculas biologicas frente a matriz. Tendo em vista que o
dominio deste tipo de conhecimento tornard muito mais facil a escolha da
matriz ¢ do grupo a ser imobilizado sobre a sua superficie para a separagdo e

purifica¢do de amino 4cidos ¢ moléculas bioldgicas de uma amostra.
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II. OBJETIVOS

O trabalho  inicial partin da observagdo das possibilidades de
funcionalizagdo da superficie da silica gel, buscando explorar as caracteristicas
favoraveis ao processo de adsorgdo. Isto, associado a necessidade de ampliar
os conhecimentos na area de adsorgio de moléculas biologicas, em matrizes
modificadas, para possiveis aplicagdes em métodos de separagiio e purificac¢do.

Outro aspecto importante a ser citado € o custo final nos produtos de
alguns tipos de indistrias, tais como, farmacéutica e alimenticia. A dificuldade
em separar e purificar tais moléculas influencia diretamente no prego final do
produto a0 consumidor. Assim, diante da realidade citada acima, pensou-se
num estudo com biomoléculas (amino &cidos), que pudesse avaliar seu
comportamento de adsorgfo frente a superficies de silica modificada.

Para tanto, os objetivos do projeto foram:

- Modificar a superficie da silica gel com grupos aminopropil-
benzenossulfonato, 6xido de zircénio, 6xido de niébio e fosfato de zircénio.

- Caracterizar as superficies modificadas por técnicas fisico-quimicas.

- Verficar o comportamento de adsor¢do dos amino 4cidos pelas silicas
modificadas.

- Estudar a influéncia do pH do meio na adsor¢do destes amino 4cidos.

- Verificar as caracteristicas de eluigdo de misturas de amino acidos em
coluna.

- Comparar o comportamento destes amino acidos frente a adsorgio nas

silicas modificadas e relacionar com as caracteristicas de cada sistema.
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IIl. PARTE EXPERIMENTAL

ITL.1. Reagentes Utilizados

Acetona (Merck)

Acido cloridrico (Nuclear)

Acido fosférico (CRQ)

Amino acidos: Glicina, Leucina , Histidina e Lisina (Sigma), utilizados
sem tratamento prévio

3- Aminopropiltrietoxissilano (Aldrich)

Dimetilsulféxido, DMSO (Sigma), utilizado sem tratamento prévio
Etanol anidro (Merck)

Fosfato monobasico (Synth)

Fosfato bibasico (Synth)

Fosfato de Sodio ~ (Nuclear). Previamente seco a 100°C por duas horas

‘Hidréxido de sédio (Vetec)

Nitrato de prata (Synth)
Nitrito de sédio (Ecibra)
Para-benzoquinona, PBQ (Merck)

Para o emprego deste reagente foi preciso sua sublimag@o em linha de
vacuo, em decorréncia da sua fécil oxidagdo. Na preparagio da solugdo em
dimetilsulféxido (DMSO), néo € recomendavel sua estocagem, pois oxidard
em curto espaco de tempo
Pentacloreto de nidbio (Aldrich)

Oxicloreto de Zirconio Hexahidratado (Fluka), utilizado como recebido
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- Silica Gel
Silica gel (Fluka) com granulometria na faixa de 35-70 mesh, didmetro

médio de poros de 60 A e uma 4rea superficial especifica (Sger) de 500
m’g’. Esta silica foi previamente ativada, ou seja, a dgua adsorvida
fisicamente ou ligada por ponte de hidrogénio aos grupos hidroxilas foi
removida por aquecimento a 150°C, durante 2 horas

- Tetracloreto de carbono (Nuclear)

- Tetracloreto de zirconio (Fluka)

- Tolueno (Synth)

IIL.2. Equipamentos

1) Agitador Mecénico da Fisatom (Modelo A250).

2) Analisador de Area Superficial Especifica (BET) da Micromeritics
Instrument Corporation (Modelo FlowSorb 2300).

3) Analisador Elementar da Perkin-Elmer (Modelo 2400).

4) Balanga Analitica da Fisher-Scientific (Modelo A250).

5) Cromatdgrafo Liquido da Aminochrom IT (Modelo Type OE-914).

6) Espectrometro de Fluorescéncia de Raios-X de Energia Dispersiva
SPECTRACE 5000.

7) Espectrometro de Infra-vermelho da Perkin-Elmer (Modelo 1600 FTIR).

8) Espectrémetro da Pharmacia Biotech (Modelo Ultrospec 2000).

9) Micropipeta da Labsystems (Modelo Finnpipeite Colour 4027).

10) Potenciémetro da Coming (Modelo Analyzer 350), equipado com

eletrodo combinado de vidro, calomelano saturado e sensor de temperatura.
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IIL. 3. Preparacfio das Matrizes de Adsorcao

I11.3.1. Modificago da Superficie da Silica Gel com Oxido de ZircAnio Hidra-
tado®

Cerca de 50 g de silica gel ativada foram adicionados a uma solugio
contendo 11,6 g (0,05 mol) de tetracloreto de zircdnio , previamente dissolvido
em 300 mL de etanol. A mistura foi mantida em refluxo por 8 h 4 temperatura
de, aproximadamente, 80 °C, com agitag¢do mecanica.

O solido resultante foi lavado por decantagdo e, entdio, seco a 150°C
durante 4 h. Posteriormente, o material foi cuidadosamente hidrolisado (4gua
demineralizada) e depois lavado até a remogio completa dos ions cloreto da
silica modificada. O filtrado foi testado com soluggio de nitrato de prata 0,1
mol L "em meio 4cido, até que ndo ocorresse mais precipitagdo de cloreto de
prata.

O sélido resultante, apos a lavagem, foi recolhido e seco em estufa por
cerca de 4 h A temperatura de aproximadamente 110°C. Esse material obtido
foi denominado de SZ.

II1.3.2. Modificagfio da Superficie da Silica Gel com Fosfato de Zirconio®
A modificagdo da superficie da silica com fosfato de zrcénio foi
realizada em duas etapas. Inicialmente, foi feita a modifica¢fio da silica com o
zircdnio, conforme descrito no item anterior (I11.3.1). Para o enxerto de fosfato
sobre a superficie da silica gel foram adicionados 20 g da silica anteriormente
modificada em cerca de 200 mL de uma solugiio aquosa de 4cido fosférico 0,1
mol L. A mistura foi mantida sob agitagio mecénica durante 8 h. O sélido
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resultante foi lavado e filtrado com agua, e por ultimo seco em estufa a 100°C
por 5 h. Este material obtido foi denominado de SZP.

II1.3.3. Modificagéo da Superficie da Silica Gel com Oxido de Ni6bio (V)

Cerca de 22 g de NbCls (0,081 mol) foram lentamente adicionados em
300 mL de tetracloreto de carbono ¢ 40 mL de etanol anidro. Esta mistura foi
agitada 4 temperatura ambiente até dissolugéo total do sélido.

ApOs esta etapa, cerca de 50 g de silica ativada foram adicionados, ¢ a
mistura resultante foi refluxada por 20 horas sob constante agitacdo. O produto
da reagfio foi filtrado, lavado com tetracloreto de carbono e etanol e, entio,
seco por 4 h a temperatura de 140°C. O material seco foi imerso em agua
bidestilada por vérias horas. O produto final, denominado SN, foi entfio seco a
temperatura de 100 °C por quatro horas.

II1.3.4. Modificagdo da Silica Gel com Grupos Aminopropil-Benzenossulfonato

A modificagio da superficie da silica com grupos aminopropil-
benzenossulfonato foi realizada em duas etapas.

Cerca de 50 g da silica gel previamente ativada ¢ 10 mL de 3-
aminopropiltrietoxissilano foram adicionados a 250 ml de tolueno. Esta
mistura foi mantida em refluxo por 12 horas, a 70°C. O material obtido apés
ser filtrado ¢ lavado respectivamente em tolueno, etanol e acetona, foi
denominado de aminopropilsilica gel®”.

Numa etapa posterior, foi preparada uma solugdo de
4-diazobenzenossulfénico, por meio da adigdo de 6,00 g de 4cido 4-
aminobenzenosulfdnico com 12,00 g de NaNO, e 48 mL de HCI concentrado
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em 120 mL de 4gua destilada em banho de gelo e agitagdo por 15 minutos.
Em seguida, foram adicionados 20 g de aminopropilsilica gel a esta solugio do
diazobenzenosmﬂfénico, sendo que essa mistura foi mantida em contato por 10
minutos. O material obtido, denominado SABS, foi filtrado, lavado com 4gua
destilada e seco em estufa a 70°C, por cerca de 2 horas.

IIL4. Caracterizacio das Silicas Modificadas

I.4.1. Caracterizagdo das Silicas Modificada com Oxido de Zirc6nio,
Fosfato de Zirconio e Oxido de Nidbio®

Para caracterizar estas silicas foram realizadas medidas de 4rea
superficial especifica e quantificados os grupos por Fluorescéncia de Raios-X.

Para a determinaﬁo quantitativa por Fluorescéncia de Raios-X, foram
preparados padrées com misturas de silica gel, oxicloreto de zirconio
hexahidratado e fosfato de sbdio previamente seco a 100 °C. Tomou-se a
precaugéo quanto ao controle da granulometria dos reagentes. Para tal, todos os
reagentes e amostras foram peneirados ¢ somente os materiais com
granulometria na faixa de 60-80 mesh foram utilizados.

Padrdes na faixa de 0,30 - 4,50 g de zirconio / 100 g de amostra ¢ 0,50 —
5,40 g de fosfato / 100 g de amostra foram entfio preparados por simples
pesagem em balanga analitica, com posterior homogeneiza¢do. A Tabela 2,
mostra a quantidade de cada reagente utilizado.
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Tabela 2. Dados dos padrdes para quantificagio de Zircdnio e Fosfato.

33

Padrio Massa de SiO,

Massa de ZrOCL 6H,0  Massa de Na,HPO,

(8) (8 (8
P1 2,9506 0,0309 0,0221
P2 2,9107 0,0606 0,0303
P3 2,8710 0,0905 0,0406
P4 2,8322 0,1215 0,0503
P5 2,7918 0,1508 0,0601
P6 2,5814 0,3001 0,1206
P7 2,3416 0,4223 0,2410

Para a construgdo da curva de calibragdo e posterior quantificagdo de

zircbnio, fosfato e niébio adsorvidos na silica, foram utilizados pardmetros

otimizados de irradiagio para esses elementos,

na Tabela 3:

conforme

observado

Tabela 3. Pardmetros otimizados de irradiagfo para a determinagdo de Zr, P ¢

Nb.

Pardmetro Zr P Nb

Voltagem do tubo de raios-x (kV) 30 10 30
Corrente (mA) 0,05 0,05 0,01
Filtro Cinco Nenhum Fino
Tempo de irradiagéo (s) 100 100 150
Atmosfera Ar Vécuo Ar

Tempo de pré-aquecimento (s) 5 5 5
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Observagdo: O filtro cinco corresponde a 0,127 mm de Rh e o filtro fino
corresponde a 0,05 mm de Rh,

Para a quantificag@o de nidbio na superficie da silica modificada ndo foi
preciso a preparagdo de padrdes especificos, isso porque o padrio analitico
disponivel no aparelho, a alta resolugiio espectral, a técnica ser pouco
suscetivel a interferentes para o nidbio, e a utilizagdo de condigSes otimizadas,

foram suficientes para a quantifica¢do deste na superficie da silica.

I11.4.2. Caracterizagdo da Silica com Grupos Organofuncionais

I11.4.2.1. Determinagfo de Nitrogénio

A silica modificada com grupos aminopropil-benzenossulfonato fot
submetida a determinagio de nitrogénio, para estimar as quantidades de grupos
orginicos funcionalizados na superficie da mesma. Essas determinagdes foram
realizadas pelo método de Kjeldhal*.

I1.4.2.2. Espectros Vibracionais
O espectro de absor¢fio na regido de infravermelho desse material foi
obtido pelo método de disco auto-suportado como descrito por Gushikem e

colaboradores®, usando um espectrdmetro com transformada de Fourier da
Perkin Elmer modelo 1600.
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II1.5. Otimizaciio das Condigdes de Anslise dos Amino Acidos®®!

O método € baseado na andlise comparativa da absorbincia maxima do
produto da reagéio entre a PBQ ¢ o amino acido, inicialmente para solu¢des
padrdes de amino 4cidos sem a silica modificada e posteriormente com
solugdes contendo a silica. O espectro apresenta uma banda de transferéncia
de carga em 490 nm, mostrando variagdes & medida que sdo alteradas algumas
condigdes como: a concentragdo, o tempo de reagdo e o pH da solugio®. A
PBQ, purificada via sublimagdo a véicuo, foi utilizada na preparagdo de
solugdo 0,1 mol L' em DMSO, no mesmo dia de sua utilizaco.

Para a construgfio da curva analitica foram adicionadas aliquotas de 2,0
mL de solugdes de referéncia na faixa de 0,75 4 10,00 mmol L mais 2 mlL de
tampéo fosfato pH 6 e 50uL da solugio de PBQ 0,1 mol L.

Estas solugbes foram, a seguir, aquecidas a 100 °C, por
aproximadamente 10 minutos, para o desenvolvimento da cor, sendo que as

ieituras em unidade de absorbancia foram efetuadas em 490 nm.
IIL6. Cinética de Adsorgiio dos Amino Acidos™

Para a determinagiio do tempo necessdrio para o sistema atingir o
equilibrio (entre o material adsorvente e a solugdo de amino 4cido) foram feitos
testes através da adigdio de 50 mL de solugfio de amino 4cido (5 mmol L), no
caso glicina, em contato com 0,2 g da silica modificada durante 5, 10, 20, 30
e 40 minutos de agitagfio. Apos a completa decantagfio, 2 ml. do sobrenadante
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foram coletados para andlise de amino acido remanescente em solugdo, pelo

método espectrofotométrico descrito anteriormente (I1.5).
IIL.7. Obtenciio das Isotermas de Adsorgiio dos Amino Acidos

Apos o conhecimento da cinética do sistema de adsorgéo, partiu-se para
os experimentos em batelada a diferentes concentragdes de amino 4cidos, a fim
de se determinar a capacidade maxima de adsor¢do do material. Para isto, 0,2
g de silica gel modificada foi pesada e posta em contato com cada uma das
solugGes de diferentes concentragdes do amino acido (0,75; 1,00: 2,50; 5,00;
7,50 e 10,00 mmol L™'), mantendo em agitagio mecanica por 30 minutos. Apés
decantagdo, foram coletados 2 mL do sobrenadante para a determinagdo da
quantidade de amino 4cidos. A mesma seqiiéncia de experimento foi feita para
os amino icidos glicina, leucina , histidina e lisina.

IIL8. Determinaciio da Influéncia do pH na Adsor¢io dos Amino Acidos

Foram preparadas solugSes do amino acido (um dos quatro amino
4cidos) na concentragio de 7,5 mmol L™, com solugdes tampZo com valores
de pH na faixa de 1,0 a 6,0 com incremento de uma unidade de pH. Destas
solugdes, 50 mL foram postos em agitacio constante, por um periodo de 30
minutos, com 0,2 g de silica modificada. Posteriormente, foi ajustado o pH da
aliquota da solug@o sobrenadante a 6 ¢ realizada as determinagdes de amino
acidos. A partir da diferenga entre a concentragdo inicial e a final, foi calculada
a quantidade adsorvida de amino acido em cada valor de pH avaliado.
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IIL9. Estudo da Elui¢io de Misturas Bindrias de Amino Acidos em

Coluna

Com este experimento, procurou-se avaliar a possibilidade de separacéo
cromatografica da mistura de dois amino 4cidos, seguido pela andlise de
adsorg:ﬁo relativa destes analitos, a fim de verificar se a silica modificada
apresenta alguma seletividade.

No procedimento em questdio foi utilizada uma coluna de 6 cm de
comprimento ¢ 3 mm de didmetro, a qual foi preenchida com
aproximadamente 0,7 g de silica modificada (SABS ou SZP). Como fase
movel, foi utilizada a mesma solugdio tampdo empregada na preparagio da
solugdo dos amino acido em valor de pH conhecido. Posteriormente, 1 mL do

eluido foi analisado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).
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IV.RESULTADOS E DISCUSSOES

IV.1.Caracterizacio da Silica Modificada com Grupos Aminopropil-
benzenossulfonato (SABS)

A reagdo para modificagio da superficie da silica gel com grupos
aminopropil-benzenossulfonatos pode ser representada conforme reacgdes

abaixo:

(=Si0H); + (C:HsO)Si(CHy):NH, — (=Si0);Si(CH,):NH, + 3CH,CH,0H
(eq. 15)

HO:SCEHNH, + NaNO, + HCl — HOsSCILN'=CI  (eq. 16)
HOSCHN'=CI'  *  (=Si0);Si(CH,):NH, -

=Si0)sSi(CH;);N=NCH,SO:H + HCI (eq. 17)

A aminopropilsilica gel obtida, na primeira etapa da reagdo (eq. 15),
apresentou uma coloragdo branca caracteristica, observada em trabalhos
anteriores’””. A andlise de nitrogénio realizada nesse material, forneceu uma
quantidade de grupos aminos ligados & superficie da silica gel de 0,65
mmol g™

A silica gel quimicamente modificada com  grupos
4-aminopropilbenzenossulfonato (eq. 17) apresenta coloragdio alaranjada,
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caracteristica de compostos que apresentam ligagdo -N=N-. A partir da anslise

elementar do material, foi determinada a quantidade de grupos sulfénicos como

sendo de 0,65 mmol g, indicando que a reagdo de mobiliza¢do destes grupos

foi bastante eficiente. Somado a isto, foi possivel verificar, pelo espectro de

absorg¢do na regidio do infravermelho (Figura 7), uma banda bastante intensa a

1521 cm™, caracteristica de anel aromatico, refor¢ando a hipétese da

imobilizagdio do grupo aminopropil-benzenossulfonato.
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Figura 7. Espectro na regifio de infravermelho da silica SABS.

Os grupos sulfonatos, presentes na silica modificada, conferem novas
propriedades a ela, devido ao fato de serem facilmente ioniziveis. Estudos
realizados para verificar a estabilidade do material solugdes aquosas,
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mostraram que ndo ocorre nenhuma perda significativa de grupos orginicos,
sendo este material possivel de ser utilizado como trocador iénico, devido as
suas caracteristicas. No entanto, em pH abaixo de 2, péquena lixiviagdo por
hidrélise foi observada. A capacidade de adsor¢dio também diminuiu cerca de

10%, ap6s usada por mais de 4 vezes.

IV.2.Caracterizagfio da Silica Modificada com Oxido de Zircénio (Silica
SZ) e com Fosfato de Zirconio (Silica SZP)

A reagdo para a modificagdo da superficie da silica gel com o6xido

zircdnio  pode ser representada como segue abaixo:
n=SiOH + ZrCl, — (=Si0)ZrCl,, + nHCl (eq. 18)
(=S8100ZrCley + (4-mH,0 — (=Si0)Zr(OH)sn + (4-m)HCl (eq. 19)

Por outro lado, o diéxido de zirc6nio tem recebido consideravel atenc¢do
como um modificador de superficie, isso porque ele dispde de forga
moderadamente 4cida, desta forma, é empregado em uma grande variedade de
Processos cataliticos e suas propriedades de superficie tém sido
caracterizadas™.

- A representagio da reagio genérica da modificagdo da superficie da
silica com fosfato de zirconio é representada por duas etapas: a primeira
modificagdo ¢ a mesma indicada nas equagdes 18 e 19 ¢ a segunda etapa segue

abaixo:

i UNRIGAME i
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(=Si0)Zr(OH)1, + (4D)H;POs - (=Si0)Zr(POg)yn + (4-nHO
(eq. 20)

A caracterizagdo destas duas silicas modificadas foi feita através da
EDXRF. Para isto, foi necessario o uso de padrdes analiticos para a
determmagdo quantitativa desses elementos, 0s quais apresentaram valores em
porcentagem de 5,17 % para o zrconio e 4,18 % para o fosfato,
correspondendo a 0,57 e 0,45 mmol g, respectivamente. Tendo em vista que
a reagdo entre a silica zirc6nio e o grupo fosfato ocorre na propor¢do de 1:1, e
que os resultados experimentais levaram a uma relagdo 1:0,8, é possivel
afirmar que a reagdo se processa com boa eficiéncia. Provavelmente a pequena
diferenca entre os valores decorre da inacessibilidade de alguns zirconio pelo
fosfato.

Foi realizada ainda uma analise de 4rea superficial da silica modificada
através do método BET, na qual as 4reas encontradas foram de 474 e 513
m’ g para SZ e SZP respectivamente. Para a silica modificada com zircénio e
com fosfato de zirc6nio, as variagGes nestes valores estdo de acordo com as
observadas por Gushikem e colaboradores®,

IV.3. Caracterizacio da Silica Gel Modificada com Oxido de Niébio®
(Silica SN)

Embora o NbCls seja insolivel em tetracloreto de carbono, 5 adicdo de
alcool etilico produz substituigio do cloro, resultando em NbCls,(OC;Hs),.
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Essa tiltima espécie ¢ solivel em tetracloreto de carbono, o qual é utilizado

como meio reacional.

n=SiOH + Nb(OCzH;) 5 = (ESiO)an(O(:gHs)s_n + nC,Hs;OH
(eq. 21)

(=Si0)Nb(OC,Hs)s.n + (5-n)H,O — (=Si0),Nb(OH)s,, + (5-n)C;Hs;OH
(eq. 22)

No aquecimento do composto obtido (=SiO),Nb(OH)s., a agua
fisicamente adsorvida é eliminada a 150°C e acima dessa temperatura a dgua
estrutural que surge da reticulagdo da superficie do 6xido de nidbio e da silica
é eliminada®. Por isso, para evitar uma reticulagio extensiva, a amostra é
sempre seca a uma temperatura mferior a 250°C.

A quantificagdo de nidbio presente na superficie da silica, apds a
modificagio, foi determinada pela técnica EDXRF, apresentado 0,80 mmol g

Na analise da nova 4rea superficial desta silica foi encontrado o valor de
486 m’ g pelo método BET.

A Tabela 4 apresenta os dados discutidos até o momento. Sabendo-se
- que a silica gel utilizada apresentou uma area superficial de 507 m® g, foi
possivel notar uma diminuigiio na area superficial das silicas modificadas, com
excegdo da SZP. Isto pode estar relacionado com o processo de imobilizagdo
dos grupos na superficie da silica gel, que pode provocar o bloqueio dos poros
mais finos, bem como a coalescéncia de alguns poros, diminuindo a area

superficial da mesma*. O mesmo comportamento ndo é observado para a
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silica SZP_ que em outros trabalhos também apresentou area igual ou maior que

a silica gel pura, sem modificagéo.

Tabela 4. Resultados da quantificagdo dos grupos imobilizados na superficie da
silica gel (mmol g™) e da 4rea superficial pelo método BET (m?® g™).
Silica Area superficial (BET) Quantidade de grupos suportados

SABS 378 0,65
SN 486 0,80
SZ 474 0,57

SZP 513 0,45

IV 4. Cinética de Adsor¢io dos Amino Acidos

A andlise da Figura 8 revela que as silicas SABS e SZP atingem o
equilibrio mais rapidamente, entre 20 ¢ 25 minutos, provavelmente devido a
melhor afinidade dos grupos sulfonato e fosfato em interagir com os amino
acidos. J4 as silicas SN e SZ, por apresentarem menor capacidade de interagéo
com os amino acidos, levam cerca de 30 minutos para atingir o equilibrio. No
entanto, a cinética de adsor¢dio é bastante satisfatéria para todas as cinco
silicas empregadas, quando comparadas com outros materiais®.
Provavelmente, esse comportamento cinético deve-se ao fato da
homogeneidade dos poros, ou da distribuicdo homogénea e da exposi¢do dos

sitios de adsor¢do na superficie do material™.
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Figura 8. Curvas de adsor¢do da glicina em fungdo do tempo para as diferentes

silicas: SABS (a); SZP (b); SZ (c¢); SN (d) e silica gel (¢).

IV.5, Andlise do Comportamento de Adsor¢dio em Funcdo da concen-

tracio

A cromatografia de troca i6nica tem sido utilizada na separagdo de amino
acidos”. Os grupos -SO;H , =Zr(PO,),, =ZrOH e =NbOH, imobilizados sobre
a superficie da silica, tornam a mesma carregada negativamente devido a
dissociagfio de fons H" em um determinado pK. Desta forma, atuam como um
trocador catibnico, promovendo a retengdo de espécies positivas como 0S

amino 4cidos, quando estdo em pH abaixo de seus pontos isoelétricos.
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IV.5.1. Adsor¢do pela Silica SABS

A silica gel modificada com grupos - aminopropil-benzenossuifonato
~apresenta, na sua superficie, grande disponibilidade de carga negativa,
portanto, seria de se esperar que a mesma atraisse mais fortemente moléculas
com maior carga positiva efetiva. Para o primeiro estudo envolvendo a variaggo
da concentragio dos amino 4cidos, foram obtidos os seguintes valores de
adsorgdo, para a glicina 1,39 mmol g'; histidina 0,82 mmol gl; lisina 0,65
mmol g e leucina 0,54 mmol g, conforme indicado na Figura 9.

Vale ressaltar que essa etapa do experimento foi realizada com as
solugBes nos pH obtidos pela simples dissolugdio dos amino acidos em 4gua,
ou seja, em torno de pH 6,0. Neste meio, a histidina apresenta carga liquida
positiva devido a protonagio do grupo imidazol, podendo participar
efetivamente do processo de troca idnica com os grupos sulfonatos da silica
modificada. Por sua vez, a leucina possui grupo R apolar, nio apresentando
carga liquida positiva em valores de pH elevado.

Além do pH, um outro fator que pode contribuir para essa diferenca é o
tamanho do amino 4cido, entretanto, deve-se ressaltar que a quantidade de
amino 4cidos adsorvida pelo material ¢ superior ao da quantidade de grupos
sulfonicos. Esse fato, provavelmente, é devido ao processo de invasio,

fendmeno ja verificado no caso da adsorgfio de fons metalicos.?*
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Figura 9. Isotermas de adsorg¢do de amino 4cidos pela silica SABS em fungéo
da concentragdo a temperatura de 25°C. Glicina (a); leucina (b); histidina (c) e
lisina (d).
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Na andlise global para os quatro amino acidos adsorvidos pela silica
SABS, a glicina apresentou o maior valor de Ny. Esse comportamento pode ser
atribuido ao tamanho do amino 4cido (adsorgdo por invasio) e também, as suas
cargas. Na sequéncia tem-se a seguinte ordem na capacidade de adsorgio:
histidina, lisina ¢ leucina. A baixa adsorgdo da lisina deve estar relacionada ao
seu maior tamanho. No entanto, seria de se esperar maior adsorgdio pois suas
propriedades quimicas sfio semelhantes a da histidina (grupo R polar e
carregado positivamente). Neste aspecto, ¢ verificada a diferenca de afinidade
e/ou maior carater seletivo da silica modificada. J4 a baixa capacidade da
leucina, pode ser atribuida ao fato dela possuir um grupo apolar em sua

estrutura.

IV.5.2. Adsorgo pela Silica SN

Nesta superficie, o comportamento da adsor¢io em fungdo da
concentragdo segue um padrio um pouco mais homogéneo, apresentando uma
variagdo menor entre os amino acidos, bem como respostas mais semelhantes
para amino acidos de estruturas similares, glicina/leucina e histidina/lisina.

A silica SN, modificada com 6xido de nidbio, nfio desenvolveu boa
adsorgdo para os amino 4cidos usados em comparagio a silica SABS. E
provavel que, para a adsor¢do dessas moléculas, nio baste a presenga dos
grupos =NbOH com poder de adsorgdo por troca catibnica. Nestes casos, é
importante a presenga de um grupo com maior capacidade de realizar
interagdes na  superficie da matriz, para proporcionar as interagdes
complementares exigidas pelos amino é4cidos. Desta forma, a silica SN

desenvolveu baixa capacidade de adsorgdo e pouca possibilidade de
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seletividade. As capacidades maximas de adsorgfio encontradas foram: glicina
0,45 mmol g'; leucina 0,41 mmol g'; lisina 0,34 mmol g e histidina 0,29
mmol g”', como mostrado na Figura 10.

A silica SN apresentou um comportamento ndo esperado pela troca
i0nica. Todavia deve ser lembrado que neste experimento ndo houve controle
do pH. Os dois amino acidos de menor carga positiva apresentaram maior
adsor¢do, leucina e glicina. Este comportamento comprovou que a adsor¢éo
ndo é regida apenas pela troca ibnica, mas sim por intera¢gdes complementares
das moléculas com a superficie da silica modificada. Por ultimo, com relagéo
ao processo de troca idnica, foi observada a baixa afinidade da lisina e
histidina, sendo esperada alta adsorcdo; esse resultado pode ser atribuido a
baixa absor¢gdo e solubilidade nas paredes da silica gel modificada,

impossibilitando-os de desenvolver a troca 16nica.

IV.5.3. Adsorgdo pela Silica SZ

A silica SZ, como a SN ndo apresentou grande capacidade de adsorgdo,
comparada a silica SABS. Provavelmente a falta de um grupo com maior
disponibilidade de carga para realizar interagles diferenciadas com os amino
acidos, levou a pequena capacidade de adsorgdo e pouca possibilidade de
seletividade entre os amino acidos utilizados. Foram observados os seguintes
resultados para a adsor¢do maxima: glicina 0,49 mmol g -1 leucina 0,44
mmol g, histidina 0,37 mmol g' e lisina 0,34 mmol g*, conforme verificado

na Figura 11.
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Figura 10. Isotermas de adsorg¢@o de amino 4cidos pela silica SN em fun¢do da

concentragdo a temperatura de 25°C. Glicina (a); leucina (b); histidina (c) e

lisina (d).
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Figura 11. Isoterma de adsor¢8io de amino 4cidos pela silica SZ em fungdo da

concentragdo 4 temperatura de 25°C. Glicina (a); leucina (b); histidina (c) e
lisina (d).



Resultados e Discussdo 51

IV.5.4. Adsorgéo pela Silica SZP

Os valores de adsor¢do desta silica modificada, Figura 12, retratam
muito bem a importéncia da presenga de grupos mais carregados, ou seja, com
maior capacidade de interagdo na superficie da silica. Essa conclusfo foi
baseada no fato que a tnica diferenca desta silica para a SZ ¢é a presenga do
grupo fosfato, que levou a uma maior adsorgdo para todos os amino acidos
independente da carga deste. E importante salientar que esta silica, assim como
as silicas SN e SZ, n#o obedece ao mecanismo de troca idnica. Também foi
confirmada uma tendéncia de maior adsorgdo para a glicina ¢ leucina para estas

silicas modificadas com ions metalicos.

IV.5.5. Adsorgdo pela Silica Gel

Para uma melhor compreensdo dos valores de adsor¢do das silicas
modificadas, foi verificada a capacidade de adsor¢do da silica gel sem
modifica¢do. Pelos valores de Nr ¢ possivel afirmar, em nivel de comparagio,
que as novas superficies tornaram-se mais héabeis ao processo de adsorgio.

Primeiramente, ¢ importante notar que os valores de adsor¢do para a
glicina e leucina de 0,34 e 0,28 mmol g, respectivamente, como visto na
Figura 13, n#o sdo totalmente despreziveis, reforgando a hipédtese da
possibilidade do uso da silica como matriz cromatografica. Contudo, ha
necessidade de melhorar a sua capacidade seletiva, uma vez que o

comportamento observado foi muito similar.
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Figura 12. Isotermas de adsor¢do de amino acidos pela silica SZP em fungdo da

concentragio 4 temperatura de 25°C. Glicina (a); leucina (b); histidina (¢) e

lisina (d).
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J4 os resultados apresentados para a histidina ¢ lisina 0,14 ¢ 0,13 mmol
g', na mesma ordem, Figura 13, mostram que a capacidade de adsorgdo para
esses amino 4cidos € muito limitada, comprovando também a necessidade de
grupos que possam aumentar a capacidade de adsor¢io de moléculas
biolégicas, utilizando a silica como matriz.

Assim, é necessario o desenvolvimento de novas superficies, a partir da
silica gel, capaz de ampliar ou conservar as propriedades positivas da silica e
corrigir suas limitagdes. Para tanto, é preciso um maior dominio na area de
imobilizagdo de superficie, bem como, maior entendimento nos fendmenos de

adsorgdo sobre a superficie da matriz.
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Figura 13. Isoterma de adsorgéio de amino Acidos pela silica gel em fungéio da
concentragdo a temperatura de 25°C. Glicina (a); leucina (b); histidina (c) e
lisina (d).
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IV.6. Anilise Comparativa das Adsorcdes da Superficie das Silicas
Modificadas

Tabela 5. Capacidades maximas de adsor¢do de cada silica modificada

expressa em mmol g™

Amino acido Silica SABS Silica SN Silica SZ  Silica SZP Silica pura

Glicina 1,39 0,45 0,49 0,76 0,34
Leucina 0,54 0,41 0,44 0,75 0,28
Histidina 0,82 0,29 0,37 0,43 0,14
Lisina 0,65 0,34 0,34 0,59 0,13

Foi observada uma maior adsor¢do da glicina para todas as silicas
modificadas. Isto confirma a ocorréncia do processo de invasdo, visto que este
¢ 0 menor e mais simples amino dcido, podendo formar multicamadas.

Foi verificado também, que todas as silicas apresentaram adsorgdes
consideraveis. No entanto, as silicas SABS e SZP apresentaram valores
bastante superiores, ¢ que poderia ser atribuido a presenga do grupo sulfonato e
fosfato, respectivamente, os quais podem desenvolver maior afinidade com as
moléculas de amino acidos. Outro aspecto importante a favor destas duas
silicas é a maior diferenca de adsor¢do entre dois amino acidos, como por
exemplo, glicina e leucina para a silica SABS, podendo evidenciar uma boa
seletividade em caso de separagdo ou purificagdo. Além disto, foi confirmado
que fodas as matrizes utilizadas (silicas modificadas) apresentaram maior

capacidade de adsor¢do, quando comparadas a propria silica gel. Isto
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comprova a eficiéncia desses grupos para o estudo do comportamento de

adsorg#o de moléculas em matrizes de adsorgdo.

IV.6.1. Correlagdo da Adsorgdo com a Acidez dos Materiais Utilizados

Uma outra possibilidade de avaliar os resultados de adsorgdo é através
da correlagdo da capacidade de adsorgfo com a acidez dos 6xidos empregados
para mmobilizar a superficie da silica.

Numa ordem crescente de acidez tem-se a silica pura, sem modificagio,
como a superficie menos 4cida, depois, com acidez muito proxima, as silicas
com Oxidos de zircnio (SZ) e 6xido de nidbio (SN) e a superficiec mais acida, a
silica com fosfato de zircénio (SZP).

Por meto desta otica € possivel afirmar que o aumento da acidez da
superficie da silica com a modificagdo de sua superficie, methora a capacidade
de adsor¢do, como pode ser observado na Tabela 5.

Certamente ndo ¢ apenas a acidez do grupo que importa, pois nfo basta
uma alta capacidade de adsorgfio é necessario uma alta seletividade para que
estes materiais possam ser utilizados em processos de separagdo
cromatografica.

E importante notar que o aumento na acidez da superficie da silica ndo
melhorou a carater seletivo da superficie da mesma, tendo em vista o
comportamento similar das adsor¢fes dos amino 4cidos nas Figuras 10 a 13.
Por isso, nfo basta apenas o aumento da acidez da superficie da matriz, é
necessario que o grupo selecionado a ser imobilizado, na superficie desta,

possa conciliar varios outros fatores na busca de seletividade.
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IV.7. Comportamento de Adsor¢io das Silicas Mbdificadas em Funcio do
pH.

Os principais compostos bioquimicos que sdo providos de carga num
dado valor de pH, podem ser separados com o auxilio da troca-iénica. Em
geral, o equilibrio acido-base que ¢ estabelecido pode ser representado pelas
equagdes (13) e (14) apresentadas no item (1.7.1).

O grau de retengdo do soluto pode ser controlado pelo pH do meio
conforme mencionado anteriormente. Em pH baixo (alta concentragdo de
H;0") o equilibrio da reagdo (13) ¢ deslocado para a esquerda ¢ somente uma
baixa concentragio de A” competira pelos sitios de troca de 4nions. De maneira
similar, em pH alto, diminui a concentra¢do de H;O", deslocando o
equilibrio da reagdo (14) para a esquerda.

O efeito do pH na retengdo de amino acidos basicos tem sido
demonstrado, sob condigdes extremas de pH, quando todas as moléculas estdo
totalmente carregadas. Para um composto 4cido, a retengdo é aproximadamente
proporcional a 1/[H']. Para exemplificar, a Tabela 6 lista alguns dados para um
acido de pK, = 5.

Tabela 6. Relagdo entre a retengdo de um composto acido e o pH da solugdo.

pH Retencgdo

3 0,01
4 0,09
5 0,5
6 0,91
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- Isso mostra que, quando o pH ¢é exatamente igual ao valor do pK,, a
metade das moléculas estdo dissociadas, e na equagdo (13) a concentragfio de

HA ¢ igual a concentragdo de A", podendo ser mostrado como se segue:
pH=pK, +log ([A"]/[HA]) (eq.23)

A relagdo inversa pode ser mostrada para 4lcalis em coluna de troca de
cations.
Com isto, conclui-se que o pH pode ser usado com grande eficiéncia

para alterar a seletividade do sistema cromatografico para varios solutos.

IV.7.1. Influéncia do pH na Adsorgio dos Amino Acidos pela Silica SABS

A Figura 14 mostra o comportamento de adsorgdo da silica gel SABS
frente as solugdes de glicina e leucina em diferentes pH (1 a 6). A adsorgéo
maxima dos dois amino 4cidos mostrou-se bastante significativa, em pH 3,0
e pH 4,0 para os dois amino dcidos respectivos. No entanto, o comportamento
de adsorgdo ¢é bastante diferenciado. Em pH ao redor de 1,0 os valores de
adsorgdo sdo bastante diferentes, onde, provavelmente, a glicina assume forma
mais positiva que o outro amino acido. Com isto, toma-se capaz de
desenvolver uma atrago eletrosttica mais efetiva com a matriz, que pode
continuar atraindo novas moléculas de glicina, fato que nfio se observou com a
leucina (amino acido mais hidrofébico de todos os utilizados).

Em pH préximo a 2,5 seria esperada uma capacidade de adsorgdio similar
para estes amino 4cidos, considerando os seus valores de pK; (a-COOH) 2,34
€ 2,36 para a glicina ¢ a leucina, respectivamente. No entanto, este
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comportamento ndo foi observado, ocorrendo uma grande diferenga de
adsorgdo entre eles. Isto sugere que o processo de adsor¢do ndo é regido
apenas pela atragdo eletrostitica da troca-idnica, certamente ocorrem outros
tipos de interag8es mais especificas capazes de proporcionar tal diferenga.

Em pH préximo de 4, foi obtido um grande ganho de adsorgdo para a
leucina, produzindo um méximo bem definido de adsorgio, fato importante,
pois evidencia a afinidade da silica pelo amino 4cido, bem como um possivel
controle desta afinidade através do pH, essencial quando em condigdes reais de
purifica¢do e separagio. '

Na seqiiéncia das adsorgdes da silica SABS tem-se, na Figura 14, os
maximos para a histidina e lisina em pH 2,0 e pH 1,0, respectivamente. Com
estes amino acidos de caracteristicas quimicas semelhantes (grupo R polar
carregado positivamente, no pH de trabalho), suas adsorges sdo maiores para
pH menores ¢ decaem A medida que o pH aumenta. No entanto, a histidina com
PK: ( pK da cadeia lateral, particular de cada amino 4cido) de 6,0 responde
muito mais ao aumento do pH do que a lisina com pK, de 10,53.

Considerando os dados apresentados na Figura 14, foi possivel concluir
que ha um compromisso entre a afinidade do amino 4cido frente 4 superficie da
silica, associado as interagSes eletrostaticas entre essas moléculas e os £rupos
- imobilizados. E importante notar que, para essa silica, a quantidade de soluto
adsorvido ¢ superior & quantidade de grupos imobilizados em sua superficie,
provavelmente devido & retengo de amino 4cidos em pequenos poros e
também, um pouco, por parte da adsorgdo dos grupos silanéis remanescentes.
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Figura 14. Curvas de adsor¢io dos amino acidos em fungfo do pH, usando-se

a sflica SABS. Glicina (a); leucina (b); histidina (c) ¢ lisina (d).
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IV.7.2. Influéncia do pH na Adsorgdo dos Amino Acidos pela Silica SN

A silica niébio (SN) apresenta um comportamento de adsor¢io bem
definido para todos os amino &cidos mostrando pouca diferenga entre si,
conforme ilustrado na Figura 15.

Embora as adsorg¢Ges tenham sido significativas, todas ficaram limitadas
a valores de pH préximos de 1,0. Ao contrario do apresentado anteriormente
para a silica SABS, a glicina foi menos adsorvida que a leucina (0,44 ¢ 0,61
mmol g, respectivamente, ambas em pH 1,0). Com isto, foi comprovado que o
simples fato da superficie ser de troca catibnica ndo assegura 0 mesmo
comportamento de adsor¢do, quando se trata de biomoléculas.

Ainda na Figura 15 foram apresentadas as adsor¢Ses méaximas da
histidina (0,67 mmol g) e lisina (0,49 mmol g'), também ambas em pH 1,0.
Foi observado 0 mesmo comportamento de adsorgdio que para os outros amino
acidos, isto ¢, alta em pH ao redor de 1,0, com redugdo a medida que o pH do
meio aumenta. Com a avaliagio desta silica foi possivel notar que nfo é
condi¢do suficiente o grupo desenvolver boa adsor¢do, havendo necessidade
de apresentar alguma seletividade. Certamente a presenga do =NbOH consegue
desenvolver a atragdo eletrostatica, mas pouca afinidade com os amino 4cidos,
havendo uma dependéncia muito grande do valor baixo de pH para promover
boa adsorgdo. Com isto, é possivel comprovar que os grupos sulfonatos da
silica SABS s@o melhores e mais versiteis para o estudo da adsor¢do dessas

biomoléculas.
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Figura 15. Curvas de adsorgédo dos amino 4cidos em fungdo do pH, usando-se

a silica SN. Glicina (a); leucina (b); histidina (c) e lisina (d).
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Em comparagdo ao experimento realizado sem o controle do pH, como
pode ser visto na Figura 10, a silica SN responde de forma diferenciada No
entanto, as novas curvas continnam apresentando pouca capacidade de
diferenciar os amino 4cidos. Isto demonstra que é necessario que os grupos
imobilizados sejam capazes de explorar também a especificidade dessas

espécies

IV.7.3. Influéncia do pH na Adsor¢do dos Amino Acidos pela Silica SZ

Para esta silica foi possivel verificar um cariter mais seletivo de
adsorgdo frente ao controle do pH. No entanto, ¢la apresentou a desvantagem
de adsorver menos que as demais silicas avaliadas. A Figura 16 apresenta as
adsorgdes maximas para a glicina (0,27 mmol g’ em pH 6,0) e leucina (0,42
mmol g‘llem pH 5,0). Assim como observado para a silica SN, a glicina nfio é
o amino 4cido com maior adsor¢do. Ainda com relagdo a silica SN, o
comportamento de adsor¢éo da SZ é bem melhor, pois é possivel verificar
méximos de adsor¢dio em pH 5,0 ¢ 6,0.

Esse comportamento evidencia uma maior seletividade dos grupos
=ZrOH em relagdo a SN, comprovando que a silica com zirconio (maior
carater anfotérico) consegue distinguir melhor as moléculas de amino acidos.
No entanfo, as quantidades de analitos adsorvidos por esta silica modificada
sdo muito pequenas em relagdo as outras e, como se sabe, ¢ importante que a
silica modificada possa conciliar alta adsor¢do com capacidade de distinguir as

moléculas.
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Figura 16. Curvas de adsor¢do dos amino acidos em fung¢do do pH, usando-se

a silica SZ. Glicina (a); leucina (b) histidina (c) e lisina (d).
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Assim, com suas caracteristicas dcidas mais moderadas, provavelmente,
ndo consegue desenvolver uma atragdo eletrostatica grande. E provavel que a
imobilizagdo de um grupo capaz de superar essa deficiéncia de adsorgio,
associado ao carater mais seletivo apresentado pela SZ, poderia fornecer
resultados mais significativos. Desta forma, foi feita a modificagdo da
superficie da silica, mantendo o zirc6nio e adicionando um grupo mais 4cido,

no caso, acido fosforico.

IV.7.4. Influéncia do pH na Adsorgio dos Amino Acidos pela Silica SZP

A silica SZP apresenta caracteristicas semelhantes de adsor¢do dos
amino actdos, variando o pH em que ocorrem as adsorgSes maximas. Todas
as curvas (Figura 17) evidenciam dois maximos de adsorgdo, sendo um em pH
bastante baixo, préximo de 1,0 e outro mais alto entre 3,0 € 5,0. As adsorgdes
maximas para a glicina, leucina, histidina e lisina, correspondem a valores de
1,18; 1,12; 0,72 ¢ 1,11 mmol g‘1 e valores de pH 5,0; 4,5; 45 ¢ 3,5
respectivamente.

Para o primeiro maximo de adsorgdo, no qual a quantidade de carga
positiva é bastante elevada, podena haver a possibilidade de ocorrer adsorgéo
em multicamadas dos amino acidos. O processo consiste na adsor¢do de uma
camada destas espécies, a qual, por sua vez, atrai outros amino Acidos

presentes em solugdo, ja que as moléculas destes se encontram com carga.
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Figura 17. Curvas de adsorgio de amino 4cidos em fungfo do pH, usando-se

silica SZP. Glicina (a); leucina (b); histidina (c) e lisina (d).
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No segundo méximo de adsorgéo, foi possivel verificar que a presenga
dos grupos R, polares e carregados positivamente, da histidina ¢ lisina nfo
melthorou a capacidade de adsorgdio desses amino acidos. Isto comprova que a
presenga do grupo fosfato melhorou a adsorgdo dos amino acidos, ndo
puramente pelo processo da troca ibnica, mas sim, por outros tipos de
interagdes predominantes. |

Essas caracteristicas de adsorgdo da silica SZP, comparada a silica SZ,
sdo muito importantes, pois a unica diferenga entre elas é a presenga de
grupos terminais. Com isto, fica evidente a necessidade de aprofundar os
conhecimentos com relagdo aos mecanismos envolvidos na adsor¢do das
biomoléculas, que podera levar a uma elevada seletividade pela simples

mudanga no grupo terminal da matriz imobilizada.

IV.7.5. Analise Comparativa das Silicas Modificadas

Através dos dados listados na Tabela 7, é possivel comparar o
desempenho das silicas modificadas. Primeiramente, foi constatado, em muitos
casos, que ocorreu adsor¢do diferenciada, 4 medida que ¢ alterado o pH da
solugdo.

Para a silica modificada com grupos aminopropil-benzenossulfonato
(SABS), existe a possibilidade de separacdo dos amino &cidos, como, por
exemplo, na mistura de leucina com histidina, mostrando a viabilidade da
imobilizagdo da silica e a continuidade nos estudos para o entendimento das

interagSes que regem este tipo de adsorgo.
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Tabela 7. Valores de adsor¢do mdaxima dos amino 4cidos para cada silica

modificada (N¢ em mmol g'), com o respectivo valor de pH da adsorg¢do

maxima.

Glicina Leucina Lisina Histidina
SABS 1,08 (pH3,0) 1,09(pH4,0) 0,60(pH1,0) 098 (pH2,0)
SN 044(HI1,0) 0,61(PHL0 049(pH1,0) 0,67 (pH1,0)
SZ  027(H6,0) 0,42(pHS50) 0,39 (pH3,0) 0,45 (pH 5,0)
SZp 1,18 (pH5,0) 1,12(pH4,5) 1,11 (pH3,5) 0,72 (pH 4,5)

J4 a silica modificada com 6xido de niébio (SN), cujo comportamento
nfo foi similar as demais, foi verificado que a superficie desta silica nio
apresentou afinidade diferenciada pelos amino 4cidos escolhidos, razio pela
qual ndo consegue diferencia-los.

Por sua vez, a silica modificada com 6xido de zircénio (SZ), embora
apresentasse menor capacidade de adsor¢do que as demais, foi capaz de
adsorver os amino 4cidos de forma diferenciada, sugerindo que através de
alguma mudanga em sua superficie poderia fornecer bons resultados.

O estudo da silica quimicamente modificada com grupos fosfato de
zircdnio (SZP) comprovou que superficies semelhantes podem apresentar
resultados bem diferentes, quando se trata de moléculas bioldgicas, pois esta
apresenta, boa adsor¢do ¢ maximos bem definidos com o controle do pH.

Qutro fato que nfio deixa duvida é a importincia dos grupos sulfonatos
na silica SABS e fosfatos na Silica SZP. Eles apresentam peculiaridades tanto
com relagdo a capacidade de adsor¢io, quanto com a afinidade desenvolvida

com os amino acidos, ja que conforme foi observado, a simples troca-ibnica
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nio explica totalmente o comportamento de adsorgfio destas silicas

modificadas.

IV.8. Experimento em Coluna para Verificar o Comportamente de

Adsor¢io de Misturas Bindrias dos Amino Acidos

A anilise isolada deste experimento visa ao conhecimento da
capacidade diferenciada de adsor¢do dos amino acidos em condigdes mais reais
de uso. Considerando as isotermas de adsorgdo apresentadas para as diferentes
silicas modificadas, pode-se concluir que a SABS e a SZP apresentaram
maiores capacidades de adsor¢do bem como maior seletividade, controlando o

pH do meio, motivo pelo qual foram selecionadas para este experimento.

IV.8.1. Resultados para a Silica SABS

Para esta silica foi possivel comprovar que as adsor¢des permaneceram
altas, evidenciando que as interagdes destas moléculas sdo fortes e de rapida
adsorgdo; isso porque ndo decaiu a quantidade de amino 4cido adsorvido
quando submetida a condi¢Bes na coluna, ¢ mesmo com o uso de pequenas
quantidades de silica modificada (0,7 g), foi possivel verificar alguma
capacidade de separagdo.

Para uma melhor visualizag¢io ¢ compreensdo dos resultados obtidos, foi
calculado o fator de separagdo F; entre a mistura dos dois amino acidos para
cada pH. Para o calculo deste fator, foi feita a relagio entre a adsorgdo da
glicina IAG ¢ a adsorg#o do outro amino 4cido da mistura bindria A, como visto

na equagio 24. Estes valores s#o apresentados na Tabela 8.
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Fs=Ag/ Aa (eq. 24)

A Figura 18 mostra que a adsor¢do da glicina diminuiu 4 medida que
aumentou o pH, o que pode ser atribuido a forga de suas interagdes, que decai
comparada a outro amino 4cido. A leucina apresentou um maximo de adsorgdo
em pH 4,0 que € distante de seu pK mais préximo, sugerindo que neste ponto
o carater da afinidade deve superar o processo de troca 16nica. J4 a lisina e a
histidina aumentaram suas adsor¢Ges a medida que o pH do meio foi
aumentado. Neste sentido, mais uma vez foi comprovado que o fator
cletrostatico também ¢ muito importante, pois a adsor¢do cresceu
proporcionalmente ao pH.

Por tltimo, € importante salientar que através deste experimento para a
silica SABS foi possivel verificar os seguintes fatos: (a) eficiente cinética de
adsorc¢do da superficie; (b) existéncia de for¢a de atragdo desta superficie frente
aos amino 4cidos e (c) existéncia de um compromisso de adsorgdo entre a
atragdo eletrostatica entre as moléculas e a presenca de afinidades mais

especificas.

Tabela 8. Valores referentes ao fator de separagfio entre as misturas binarias de

amino acidos. Experimento em coluna para a silica SABS e an4lise por HPLC.

mistura de amino acidos pH1S pH3 pH4 pHS
Gly / lys 1,14 0,88 0,77 0,82
Gly / leu 1,20 1,33 0,72 0,64
Gly / his 0,85 1,75 1,12 0,69
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Figura 18. Adsor¢do comparativa (mmol g™) referente a percolagdo da mistura
de glicina/leucina (grafico A); glicina/lisina (grafico B) e glicina/histidina

(grafico C). Experimento em coluna para a silica SABS,
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Os dados da Tabela 8 comprovam a diferenca de adsor¢do dos amino
acidos das misturas estudadas. Pode-se notar para alguns casos (glicina/leucina
pH 5,0) que houve uma diferenga razoavel de comportamento entres esses dois
amino acidos, refor¢ando o fato de que as investigagdes nesta diregdo poderdo
trazer resultados bem significativos, tanto no entendimento dos mecanismos de
adsor¢do como na descoberta de matrizes modificadas capazes de separar

seletivamente biomoléculas.

IV.8.2. Resultados para a Silica SZP

De acordo com os resultados apresentados na Figura 19, em geral a
adsor¢do aumentou proporcionalmente com o pH. Embora tenham sido
observados valores elevados de adsor¢do, ndo foi verificado seletividade a
ponto de promover a separagio dos amino 4cidos presentes na mistura. O
melhor resultado foi observado para a mistura do par glicina/leucina em pH 3,0

com fator de separagdo de 1,47, conforme se pode verificar na Tabela 9.

Tabela 9. Valores referentes ao fator de separagfio entre as misturas binarias de

amino acidos. Experimento em coluna para a silica SZP e analise por HPLC.

mistura de amino acido pH 1,5 pH3 pH4 pHS
Gly / lys 0,84 1,11 0,79 -
Gly / leu 0,90 147 1,33 1,22
Gly / his 0,89 085 098 092
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IV.8.3. Analise Comparativa da Adsor¢io em Coluna

Na anilise comparativa entre essas duas silicas, é possivel afirmar que a
silica SABS possui melhores caracteristicas de adsorgdo frente aos amino
acidos, pois além de apresentar maior diferenga de adsor¢do entre aqueles
estudados, responde com maior eficiéncia em termos do pH, embora as duas
silicas tenham apresentado grande capacidade de adsorgio. Outro aspecto
importante é que, desconsiderando a adsor¢io em pH muito baixo, a silica SZP
apresenta 0 comportamento mais regular com a variagio do pH, ou aumenta a
adsor¢do ou diminui; ja a silica SABS evidencia um carater mais seletivo. Este

cardter pode estar associado a uma afinidade frente aos amino Aacidos.
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V. CONCLUSOES

A modificagio da superficie da silica pode ser muito utii no
desenvolvimento de matrizes com carater seletivo, podendo levar a separagdo e
purificagdo de compostos biologicos. A adsor¢io de amino acidos em
superficie de solidos proporciona informagdes importantes a respeito das
interagdes das espécies carregadas ¢ a superficie modificada. As interagfes
dependem da carga e da afinidade das espécies com a superficie.

Um fator importante apresentado por estas silicas modificadas foi a
resposta diferenciada, quando submetidas ao controle do pH do meio,
melhorando sensivelmente o carater seletivo das adsorgdes dos amino acidos,
sem perda na capacidade de adsorver tais moléculas.

Outro aspecto importante diz respeito a estabilidade da silica € os grupos
de troca suportados nesta, podendo ser muito importantes para uso em

separa¢io e purificagdo de amino acidos, proteinas e moléculas correlatas.

VL. PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados obtidos foram bastante significativos € animadores para o
prossegujménto dos estudos nesta area, nio apenas no desenvolvimento de
novas silicas modificadas, mas também, no estudo calorimétrico das interagtes
envolvidas na superficie da silica. Esse tipo de conhecimento ¢ de muita
importincia para se entender melhor os fendmenos quimicos que regem as

adsorgdes na superficie destas matrizes.
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