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Resumo

A sintese de silica para aplicagoes biologicas apresenta vérios desafios,
nomeadamente a incorporacao de farmacos ou outros compostos de interesse devido
as altas temperaturas e pressoes a que ocorre a sintese. O biomimetismo é uma
técnica que consiste na imitagao de modelos, sistemas ou reagoes que ocorrem na
Natureza. Para a sintese de silica, esta técnica inspira-se em organismos como as

diatomaceas.

Recorrendo a catalisadores biomiméticos ¢ possivel sintetizar silica a temperaturas
e pressoes baixas. Como tal, o objetivo deste trabalho é a sintese de silica em meio
aquoso, utilizando o TEOS como precursor e, a hexametilenodiamina, a espermina,
a espermidina, a norespermidina, a taurina, a poli(etilenoimina) linear e a
poli(etilenoimina) ramificada como catalisadores biomiméticos. Apds a sintese, as
varias amostras de silica foram tratadas e sujeitas a caracterizagdo quimica, fisica
e morfologica. As propriedades das particulas de silica foram analisadas de acordo
com as propriedades quimicas dos catalisadores e diferencas de pH do meio de

reacao.

Todos os catalisadores foram capazes de sintetizar silica a temperaturas e pressoes
baixas. Nas amostras que utilizaram poliaminas ou poli(etilenoiminas) foi observada
uma reducdo da massa sintetizada a partir das 24h, devendo-se a rapida
condensacao e posterior despolimerizagao da silica, caracteristica de sintese a
valores de pH altos. A amostra de silica sintetizada com hexometilenodiamina como
catalisador revelou o maior rendimento massico, dentro das poliaminas, assim como
menor didmetro de particulas de silica (313+99 nm). No entanto, apresenta a menor
area de superficie (3,2 m*/g) e maior didmetro médio de poros (19 nm). As silicas
obtidas usando a taurina e a poli(etilenoimina) ramificada como catalisadores
apresentam a maior area de superficie (399 m?/g e 274 m?/g) e menor didmetro de
poros (3,4 nm e 4,8 nm) segundo a andlise de adsorgao de azoto. Os catalisadores
que demonstraram maior rendimento massico foram também a taurina e a

poli(etilenoimina) ramificada.

Como tal, o uso de poliaminas como catalisadores biomiméticos induz a formacao
de particulas esféricas de silica mesoporosa a temperaturas e pressoes ambiente. A
utilizacao de outros catalisadores nao permitiu a obtencao de particulas esféricas,
mas sim de monélitos com mesoporosidade. Deste modo, a abordagem selecionada

demonstrou capacidade de ser vantajosa para aplicacoes biomédicas.
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Abstract

Silica synthesis for biological applications presents an array of challenges, namely
the incorporation of drugs or other biological compounds due to the high
temperatures and pressures at which the synthesis occurs. biomimetism is a
technique that imitates natural systems, models, or reactions. In silica synthesis,

this technique draws inspirations from various organisms such as the diatoms.

By using biomimetic catalysts, silica can be synthesized at low temperatures and
pressures. With that being, the purpose of this work was synthetizing silica in an
aqueous media, using TEOS as a precursor and, hexamethylenediamine, spermine,
spermidine,  norspermidine, taurine and both branched and linear
poly(ethyleneimines) as biomimetic catalysts. Post-synthesis, the various silica
samples were treated and subjected to physical, chemical and morphologic
characterization. The obtained silica particles’ properties were analyzed according

to the catalysts’ chemical proprieties and reaction media pH results.

All catalysts were able to synthetize silica. The samples synthetized by polyamines
or poly(ethyleneimines) presented a reduction on mass yield after 24h of synthesis.
Which can be driven by the fast condensation and silica depolymerization, given
the high pH at which the synthesis occurred. The silica sample yielded by
hexamethylenediamine presented the bigger mass yield out of the polyamines, as
well as the smallest particle diameter (313499 nm), even though it had the lowest
surface area (3.2 m?/g) and biggest pore diameter (19 nm). Silicas obtained by
taurine and branched poly(ethyleneimine) presented the biggest surface area (3.4
nm and 4.8 nm) and smallest pore diameter (399 m?/g e 274 m?/g), according to
the Ny adsorption. The catalysts which demonstrated the highest silica mass yield

were the branched poly(ethyleneimine) and taurine.

As such, the use of polyamines as biomimetic catalysts induces the formation of
spherical mesoporous silica particles at low temperature and pressures. Other
catalysts were not able to obtain spherical particles but rather mesoporous
monoliths of amorphous silica. Therefore, this approach demonstrated its

applicability in biomedical science.
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Motivacao e Objetivos

Os materiais a base de silica mesoporosa possuem uma vasta gama de aplicagoes
na industria biomédica, tais como preenchimento ésseo, imobilizacao de enzimas ou
células e libertacao de farmacos. Estes materiais apresentam areas de superficie e
porosidades adequadas ao meio fisiolégico e podem ser funcionalizados com vérios
tipos de moléculas. Habitualmente, a sintese destes materiais é feita a temperaturas

e pressoes elevadas.

Um dos problemas do uso de materiais a base de silica no meio fisiolégico ¢ a
incapacidade de encapsular fatores de crescimento, farmacos ou outros compostos
biolégicos aquando da sua sintese. Devido as altas temperaturas e pressoes a que

esta decorre, os compostos podem ser destruidos, inviabilizando a sua aplicacao.

Como tal, este trabalho surge da necessidade de desenvolver particulas de silica em
condicoes de pressao e temperatura baixas adequadas a inclusao de compostos
biologicos, com propriedades apropriadas ao uso na industria farmacéutica e

biomédica.

Para ultrapassar estes desafios, é objectivo do presente trabalho sintetizar
particulas de silica mesoporosa ordenadas, a valores de temperatura e pressao
baixas recorrendo a utilizagdo de solventes verdes, catalisadores biomiméticos e de

um precursor de silica.

Através do estudo do pH dos catalisadores, procura-se avaliar a sua influéncia na
morfologia das particulas resultantes e nos rendimentos de sintese de silica.
Recorrendo a varias técnicas de caracterizagdo quimica, fisica e morfologica, é
também pretendido avaliar as propriedades das particulas, relacionando-as com as

propriedades dos catalisadores.






1. Introducao

1.1 Silica Biomimética: Propriedades e aplicacoes

Os materiais a base de silica existentes nos esqueletos de seres vivos demonstram
uma organizacao complexa e possuem um papel essencial na expressao de fungoes
biologicas (Jin et al. 2014). Como tal, hd uma grande procura de métodos verdes
de sintese de materiais a base de silica (Patwardhan et al. 2011) com morfologia,
quiralidade e porosidade controlaveis para variadas aplicagoes, tais como: matrizes
a base de silica para imobilizagao de enzimas e células, particulas mesoporosas de
silica para detecao eletroquimica, nanocarregadores a base de nanoparticulas
mesoporosas de silica para bioimagiologia e libertagdo de farmacos e vidros bioativos
com fatores de crescimento osteoindutores e osteogénicos (Owens et al. 2016). A
imobilizacao de células e encapsulamento em silica permite também a manutencgao
da biocompatibilidade e pode servir como suporte de culturas de bactérias (Livage
et al. 2001). O controlo preciso do tamanho, porosidade e cristalinidade das
particulas de silica potencia ainda mais o seu uso nestas areas (Jackson et al. 2015).
A producao em larga escala de silica tem dificuldades em manter a reprodutibilidade
das caracteristicas fisico-quimicas entre lotes, devido ao uso de precursores simples
e de temperaturas e pressoes extremas na sintese. A biomineralizacdo possui uma
maior reprodutibilidade em condi¢bes ambientais, algo comprovado pelas estruturas
de silica existentes nos exoesqueletos de intimeras espécies ao longo de milhares de
anos (Vrieling et al. 2005).

Os exemplos mais significativos de sintese de silica na Natureza sao as esponjas
marinhas e as diatomdéceas, cujas paredes celulares sao compostas por silica e
moléculas orgénicas ou macromoléculas. A biosilica presente nestas estruturas
possui uma grande variedade de padroes e diametros, que vao desde poucos
nanémetros a varios micrémetros, dependendo da espécie (Kroger et al. 2000). No
entanto, a formacao de silica ocorre de maneira diferente nos dois tipos de
organismos. Nas diatoméceas, a deposicao de silica ocorre devido a interacoes
electroestaticas enquanto nas esponjas é mediada por um processo enzimatico. A
silica proveniente das tultimas apresenta melhores propriedades, nomeadamente
melhor for¢a mecéanica e comporta-se melhor como guias de ondas 6ticas (Andre et

al. 2012). Esta ocorréncia natural da biomineralizacao da silica desde os primérdios



da vida na Terra serve como fonte de inspiracao para o design e sintese de materiais
a base de silica (Green et al. 2002).

Figura 1 — Estruturas porosas organizadas de particulas mesoporosas de silica (esquerda — escala 100 nm) e

de silica constituinte das conchas das diatomdceas (direita — escala 1 pm), Coradin et al. 2006.
A biomimética surge como uma abordagem que pretende aproximar-se das reagoes
que ocorrem na Natureza. Considera-se que a mineralizacao biomimética se divide
em trés areas principais. A primeira consiste no estudo das biomoléculas e das suas
propriedades, a segunda baseia-se no uso de organismos vivos como culturas de
bactérias para a produgao de materiais compdésitos e, por fim, a tltima foca-se no
uso de conceitos bioldgicos como inspiracao para novos métodos de sintese de
materiais inorganicos com propriedades altamente especificas (Mann et al. 1995).
A sintese de materiais biomiméticos a base de silica ocorre com valores de
temperatura, pressao e pH muito inferiores aos utilizados na sintese industrial de
silica, tais como os 60-170 °C utilizados na sintese de silica precipitada ou os 1000°C
caracteristicos da silica pirogénica (Hyde et al. 2016). Surge entdo a necessidade de
investigar novos modelos de sintese mais baratos e com menor impacto ambiental,
mantendo a reprodutibilidade e a biocompatibilidade destes materiais (Jackson et
al. 2015).

A silicificagdo biomimética inspirada em sistemas organicos permite a sintese de
materiais adequados ao uso no meio fisiolégico, possuindo as caracteristicas comuns
a biomateriais, como a baixa densidade, biodegradabilidade e propriedades
mecanicas adequadas ao tecido de destino (Vallet-Regi et al. 2007, Park et al. 2007).
Um dos exemplos das ocorréncias naturais de silica biocompativel é o dos
exoesqueletos porosos de corais, que possuem dimensoes de poros otimizadas para
a regeneracao de tecido dsseo e angiogénese, sendo apliciveis em terapias de

substitui¢ao 6ssea (Green et al. 2002).

O uso de temperaturas e pressoes ambiente na silicificagdo biomimética é uma

vantagem, pois permite a incorporagao ou encapsulamento de compostos organicos



como biomoléculas, fosfolipidos, anticorpos, ADN, entre outros. Na sintese
tradicional, estes compostos seriam destruidos ou veriam a sua atividade inibida
pelas altas pressoes e temperaturas de sintese (Braun et al. 1990, Reetz et al. 1995,
Liang et al. 2005, Besanger et al. 2002). Para além da retencao das propriedades
destes compostos, o proprio encapsulamento em silica pode impedir a desnaturacao

dos mesmos (Coradin et al. 2006).

1.2 Métodos Sol-Gel de sintese de silica

A sintese biomimética possui algumas vantagens relativamente aos métodos sol-gel
de sintese de silica amorfa, que podem ser consultadas na Tabela 1. Para entender
os mecanismos de silicificacdo biomimética, é necessario compreender as reacoes de

hidrélise e condensacgao dos precursores da silica a nivel molecular.

Tabela 1 - Vantagens e desvantagens dos dois métodos de sintese principais de silica estruturada, Jin et al.
2014

Estratégias de Sintese Vantagens Desvantagens

Silifcacdo Biomimética Modelos agem como catalisadores Desenho e formagao de modelos com
biomiméticos que controlam a silicificagio  composi¢oes quimicas especificas
espacial e temporalmente
Uso de temperatura e pressao proximas
das ambiente
Estruturas variadas e controladas

Sintese sol-gel convencional A versatilidade dos catalisadores permite Requer acido ou base adicional como
um controlo da estrutura final com base catalisador
nos modelos Uso de pressoes e temperaturas superiores
Materiais mesoporos precisos a 100°C e pressoes altas

Requer varios passos de preparagao

O mecanismo da reagao sol-gel de silica baseia-se na transformagao de precursores
que contenham os radicais Si-OR e Si-OH em compostos com ligacoes siloxano (Si-
O-Si), através das reagoes de condensagao. Para obter um gel estével é necessario
maximizar o nimero de ligacoes siloxano e, consequentemente, minimizar o niimero
de grupos Si-OH e Si-OR. Na presenca de agua pode ocorrer hidrdlise dos grupos
Si-OR, libertando moléculas do tipo ROH, permitindo a condensacao entre grupos
silanol, formando ligacdes do tipo Si-O-Si. O uso de precursores alcéxidos de silica
advém da possibilidade de se controlar a reatividade do mesmo nas reagoes de
condensacao e hidrolise, permitido porosidades diferentes de acordo com o pH do
meio onde ocorre a reagao, propriedades dos catalisadores e proporgoes de reagentes
(Coradin et al., 2006). Com efeito, a catalise dos monémeros de silica obtidos pode
ser acida ou basica, agindo os ioes H" ou HO-, respetivamente, como catalisadores
(Livage et al., 2010).



Em meios acidos, o atomo de oxigénio de um grupo Si — OH, Si — O~ ou Si — OR ¢
protonado num processo rapido, criando um grupo labil de agua ou alcool. Isto
diminui a densidade de eletroes no atomo central de silicio, tornando-o mais
eletrofilico e deixando-o mais suscetivel ao ataque pela agua em reagoes de hidrolise

e pelos grupos silanol na condensacao (Brinker, 1988).

o |/ | |
—Si—OR + H' =—= —Si—Q¢ H,0 + —Si—OQ, ——> OH—Si +HOR
O\R ’ O\R ‘
@ A L o)
—Si—OX + H' =—>= —Ti—o\x —Si—OH +—T|—O\X —> —Si—O0—Si +HOX
X= RouH

Figura 2 — Reagées de hidrélise (1) e condensacao (2) no processo Sol-Gel em condi¢oes acidicas

Ja no meio basico, a reacao processa-se através de um ataque nucleofilico pelo OH-
(na reacao de hidrélise) ou Si — 0~ (na reagao de condensagao) ao atomo de silicio
segundo um mecanismo do tipo Sx2. Estes grupos responsaveis pelo ataque sao
formados pela desprotonagao da agua ou do grupo Si — OH, respetivamente. Em
condigoes de pH superior a 12, pode ocorrer despolimerizacao, sendo as ligagoes Si-
O-Si clivadas pelo OH- (Brinker, 1988).

+ XOr

-——T——OX+——TO;==== //j__‘ S——=—8—0—S¢i

X=RouH
Figura 3 — Reagdes de hidrdlise (1) e condensagdio (2) no processo Sol-Gel em condigées basicas
A maior ou menor densidade eletrénica do atomo de silicone tem influéncia direta
na cinética das reacgodes, promovendo ou inibindo a hidrdlise ou condensagao,
consoante o pH a que decorre a sintese sol-gel. No meio acido, o estado de transicao

positivo é estabilizado, como ¢é visivel na Figura 2, logo a densidade eletrénica no
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atomo de silicio deve ser alta. Sendo assim, as taxas de reagao aumentam de acordo
com a maijor densidade de eletroes. Contrariamente, em condigoes basicas é
necessario estabilizar o estado de transicdo com carga negativa (Figura 3),
aumentando as taxas de hidrélise e condensagao com a diminuicao da densidade de
eletroes. As consequéncias deste facto estendem-se a varios niveis de sintese. Em
meios acidos, as redes obtidas tém a forma de cadeias, pois sdo favorecidas as
reagoes dos atomos centrais de silicio (dtomos com 2 ou 3 ligagdes siloxano),
enquanto, em condigoes basicas, os atomos de silicio terminais sdo favorecidos,

dando origem a redes mais ramificadas (Brinker, 1988).

Um dos fatores mais importantes da quimica dos alcéxidos de silicio é a competicao
entre a hidrélise e condensacao durante todo o processo sol-gel. Sendo um sistema
muito complexo, a predominancia de cada uma das reacgdes é gerida por varios
fatores, podendo sintetizar silica com propriedades muito distintas. Os fatores mais
predominantes sao o tipo de precursor, o pH do meio, o racio entre o grupo alcoxido
e a agua, o tipo de solvente, temperatura e a concentracao dos compostos presentes
(Brinker, 1988).

Antes da reagdo de condensacao, os grupos Si-OR dos precursores tém de ser
hidrolisados e, quanto maiores forem as ramificacbes dos grupos alcéxido ou o
tamanho da cadeia dos precursores, mais baixa serd a taxa de hidrélise ou
condensagao. Os precursores mais utilizados sao o Tetraetilortosilicato e o
Tetrametilortosilicato. Ambos sao imisciveis em agua, sendo o ultimo muito mais
ativo no que diz respeito a condensacao hidrolitica (Yuan et al. 2006), chegando a
ter velocidades de hidrolise seis vezes superiores, devido a maior dimensao dos
ligandos (Voronkov et. al 1978).

O pH da solugao é um dos fatores mais determinantes para o tamanho final das
particulas de silica e dos respetivos poros, mais do que a quantidade de precursor
ou o tempo de reacao. O valor de pH que permite as particulas de tamanho mais
reduzido ¢ de 9-10 (Chiang et al., 2011).

pH baixo permite a sintese de redes microporosas densas (tamanho dos poros <
2nm), enquanto que em condigdes alcalinas, o tamanho dos poros varia entre os 2

e 50 nm.

De modo geral, a reacao de sintese sol-gel com tetralcoxisilanos como precursores
necessita de dois equivalentes de dgua (R = 2:1) para que o Si(OR)s seja convertido

em Si0:. O mecanismo de condensacao liberta, no entanto, 2 mol de &agua,



perfazendo o racio estequiométrico de 4:1. A hidrélise completa do precursor
necessita de um aumento da quantidade de agua para um racio de 1:1. A tendéncia
das reagoes de hidrolise catalisadas em meio acido com racios baixos de H,O/Si é
produzir redes “poliméricas” com pouca ramificacdo. Para uma reacdo em meio
bésico com racios altos de H,O/Si, o produto habitualmente apresenta particulas
“coloidais” altamente ramificadas. O aumento da proporcao de agua para valores
mais altos (baixando o valor de R) favorece a formacao de grupos silanol em vez
Si-O-Si. O aumento do récio molar H,O/Si promove igualmente a hidrélise, embora
para racios inferiores ao estequiométrico (R « 4) o mecanismo de condensagao
produtor de alcool seja favorecido, enquanto que para valores de R » 4, se verifica

a promogao da condensacdo, que produz dgua (Brinker et al. 1988).

Para valores de pH inferiores a 7, as particulas tendem a agregar de uma forma
fibrilar, formando um gel, pois as superficies nao carregadas das particulas coloidais
originam uma fraca repulsao electroestatica entre as mesmas. Para valores de pH
superiores a 7, as superficies carregadas negativamente predominam, induzindo uma
repulsao electroestatica forte. Isto resulta na formacao de um sélido estavel,
crescendo as particulas segundo o efeito de maturagao de Ostwald (Lechner et al.
2015, Ostwald 1897). A Figura 4 representa, graficamente, o efeito do pH na
velocidade de condensagao da silica. Para valores de pH inferiores a 7,5 verifica-se
uma proporcionalidade entre a densidade de carga e a velocidade de condensagao.
No entanto, a partir desse valor, verifica-se um decréscimo da velocidade de
condensacao, dado o aumento gradual da instabilidade dos silicatos a valores de pH
mais altos (Wu et al. 2013). A prevaléncia de espécies aniénicas em solugao para
valores de pH muito altos, no entanto, pode provocar a clivagem de ligagoes Si-O-
Si e redissolucao de particulas. Por estes motivos, é normal o uso de buffers de pH
durante a sintese, de modo a obter um controlo maior das reac¢oes de condensacgao

e hidrdlise.
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Figura 4 — Efeito do pH na velocidade de condensacdo da silica, propriedades de carga e densidade de carga

na superficie, Wu et al. 2013.

A presenca de catalisadores aumenta a velocidade da reacao. A prevaléncia da

condensacao aumenta de acordo com o nimero de grupos silanol presentes, e é

também inversamente proporcional ao comprimento e ramificacdo da cadeia do

catalisador (Voronkov et al. 1978).

O conceito de nucleagdo e de formagao das particulas de silica a partir de

alcosiloxanos foi evoluindo ao longo de varias décadas, estando as principais teorias

representadas na Tabela 2.

Tabela 2 — Modelos propostos de crescimento de particulas e defini¢do de nucleagdo. Neville et al. 2013

Modelo

Defini¢ao de Nucleacao

Proposto por

Modelo de adigao de monémeros

Todos os nicleos formam particulas através da adicao de
mondmeros. Nucleos pequenos e particulas maiores e
estaveis nao estdo presentes simultaneamente.

de
formando

Duas  moléculas alcosiloxano

condensam, um  nucleo

(dimerizagao) (didmetro de ~1 nm)

Lamer et al. 1950
Matsoukas e Goulari
1988

Modelo de densificagao

O ntcleo das particulas forma-se devido ao colapso da
rede de gel. Os nicleos das particulas crescem através da
adicdo de um polimero que colapsa de modo a formar
uma particula maior.

Ponto no qual o monémero polimerizou
o suficiente para haver separagdo de
fases e formagdo de uma particula
distinta (didmetro de 20 nm)

Flory 1936
Stockmeyer 1943

Bailey e Mecartney
1992

Modelo

de Agregacao

Pequenos nicleos de particulas agregam-se, formando
As

através da agregacao dos nicleos de particulas pequenas

particulas coloidais estaveis. particulas crescem
e instdveis com as maiores. Ambos os tipos de particulas

estao presentes no periodo de crescimento

Ponto no qual o monémero polimerizou
o suficiente para haver separagdo de
fases e formagdo de uma particula
distinta (didmetro de 4 nm)

Bogoush e Zukoski

1991, 1991




1.3 Métodos e catalisadores biomiméticos da sintese de
silica

As técnicas baseadas no biomimetismo surgem de casos como os das diatomaceas,
plantas superiores e esponjas marinhas Demospongiae (Schroder et al. 2007, Morse
D. 1999). Estes organismos absorvem precursores de silica do ambiente sob a forma
de écido silicico (Si(OH)s), de modo a produzir a silica presente nas espiculas das
esponjas e paredes celulares das diatoméceas. Nas plantas superiores, os resultados
de ressonancia magnética nuclear de silica revelam uma semelhanca muito grande
com géis de silica sintéticos. As estruturas presentes nas espiculas das esponjas
consistem em nanoparticulas com cerca de 100 nm que formam camadas em torno
de um filamento central. Andalises de espectroscopia de infravermelhos com

transformada de Fourier (FTIR) revelam proximidade das particulas das esponjas

com gel de silica hidratado.

As diatoméaceas sao organismos unicelulares, cujo estudo foi de grande importancia
para a biosilica. A estrutura destes organismos possui varias biomoléculas que
intervém no processo de sintese de silica altamente estruturada. Nomeadamente,
foi registada a existéncia de varias poliaminas de cadeia longa (LCPA) associadas
a mineralizagdo da silica na diatomécea C. fusiformis e, posteriormente, noutras
espécies de diatomdaceas (Sumper et al. 2004, Kroger et al. 1997, Bridoux et al.
2010). Ficou também comprovado que apenas a silafina e estas LCPAs intervém

na mineralizagao da silica.

Através da desmineralizacao da silica presente nas diatomaéaceas, foi possivel isolar
os filamentos de proteinas incluidos nas estruturas, sendo estes constituidos
principalmente por uma enzima relacionada com a L-Catepsina e pela Silicateina-
o. A capacidade destas enzimas permitirem a hidrélise catalitica controlada dos
precursores moleculares, assim como a policondensacao com base em moldes
fundamenta a pesquisa de novos modelos biomiméticos, assim como o uso de co-
polimeros sintéticos que mimetizem a acao destas proteinas naturais na sintese de
silica (Adamson et al. 2007). O mecanismo de reagdo da Silicatelna-oc com os

precursores da silica esta ilustrado na Figura 5.
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Figura 5 — Mecanismo de reagdo do TEOS com silicateina o, Cha et al. 1999.

A presenca de aminoacidos nas sequéncias destas enzimas influencia a velocidade
de hidrélise, condensacao e a agregacao das particulas de silica produzidas. A
presenca dos aminodcidos Serina (Ser) e Histidina (His) possui um papel fulcral na
silicificagdo. As pontes de Hidrogénio formadas entre os grupos Hidroxil e Imidazol,
respetivamente, destes aminoacidos funcionam como centro ativo para a
condensagao hidrolitica do alcoxisilano (Shimizu et al. 1998, Cha et al. 1999).
Também a Lisina (Lys) promove uma aceleragdo dos mecanismos de condensagao,
embora aumente a agregacao de particulas, sendo esta um fator essencial na
formacao de biosilica (Belton et al. 2004). Estes mecanismos facilitam o ataque
nucleofilico feito ao precursor, permitindo a ocorréncia de hidrélise do mesmo a pH
neutro. A influéncia do pH nao se limita s6 a estrutura final da silica, mas todo o
processo de reacao. A sintese mediada por Silafinas e LCPAs nas diatomaceas
apresenta tipos de reacao diferentes para pH acima ou abaixo de 7, como se pode

verificar na Figura 6.

presenca de
pH<7 pH>7 floculante

e N

Gel Sol Precipitado
Figura 6 — Formacgdo de silica sob a forma de gel, solido ou precipitado dependendo das condig¢des de reagao,
Lechner et al. 2015.
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A experimentagdo com os catalisadores mencionados anteriormente revelou a
importancia do grupo amina na sintese da silica. Este funciona como catalisador
acido-base, facilitando a reacao de condensacao através da diminuicao de energia
de ativacao da reagao (Muller et al. 2013, Menzel et al. 2003, Mizutani et al. 1998,
Belton et al. 2005). Com efeito a cisteamina e etanolamina, analogos da silicateina
o presente nas esponjas da espécie Tethya aurantia (Cha et al. 1999),
demonstraram a capacidade de sintetizar silica estruturada a pH neutro e
temperatura ambiente. Esta sintese é possivel na presenca ou nao de surfactantes,

analogamente ao método conhecido como a sintese de Stéber (Corma et al. 2006).

Como tal, o uso destes catalisadores biomiméticos demonstra uma grande
importancia do posicionamento dos grupos funcionais, para que as interagoes
eletrostaticas e as pontes de hidrogénio possam catalisar a formacao de silica

estruturada.

O estudo das silicateinas e das silafinas despertou a procura de métodos anédlogos
de sintese, assim como a procura de novos catalisadores capazes de precipitar silica.
Inicialmente, esta comecou por proteinas e enzimas analogas a silicateina como é o
caso da lisozima (Coradin et al. 2003) e das protaminas (Zhang et al. 2008). As
ultimas promovem a formacao de silica a temperaturas ambiente e pH neutro,
através das interagoes eletrostaticas e pontes de hidrogénio formadas entre o Si-O-
e o =NH,".

Foram também sintetizados polipeptideos com base nos residuos presentes na
silicateina, nomeadamente homopolimeros da lisina, histidina, prolina e arginina. O
caracter catiénico dos aminoacidos gera forcas eletrostaticas localizadas, que atraem
os precursores reativos, promovendo a sua condensacao. Também polipeptideos de
bloco, nomeadamente contendo lisina, demonstraram capacidade de sintetizar silica

in vitro (Patwardhan et al. 2011).

Numa tentativa de entender os mecanismos moleculares da silicificagao biomimética,
foram testados aminoacidos individuais, assim como pequenas moléculas bi-
funcionais (Belton et al. 2004, Roth et al. 2005). Relativamente aos aminoécidos,
0s que geraram as maiores particulas sao os que contém o atomo de azoto, como é
o caso da lisina. As pequenas moléculas estudadas foram escolhidas de acordo a
presenca de grupos funcionais caracteristicos do centro ativo da silicateina. Os
grupos mais importantes sao os que apresentam propriedades nucleofilicas (-SH ou

-OH) e estabelecimento de pontes de hidrogénio (-NH, ou -NH-). A cisteamina e a
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etanolamina apresentam ambos os tipos de grupos funcionais, sendo os mais ativos
na precipitacao da silica. Pode concluir-se que o desenho de moléculas bi-funcionais

pode mimetizar a atividade catalitica da silicateina.

A partir das silafinas, foi possivel identificar poliaminas que mimetizam a sintese
de silica relacionadas com as LCPAs. Moléculas como a putrescina ou a
propilenodiamina sdo capazes de precipitar silica mediada pelas atragoes
eletrostaticas entre as moléculas de poliamina e os ides fosfato (ou outros polianices)
em solucao, formando uma rede de gel bem definida (Sumper et al. 2004). Através
do estudo destas poliaminas, foi provado que, para uma distancia inter-amina maior,
(distancia entre N-N, para um niimero de 4tomos constantes) as particulas de silica
resultantes serao maiores. Esta distancia inter-amina aplica-se também a aminas
de cadeia pequena, como é o caso da espermina, espermidina e outras poliaminas.
Para além das interacoes eletrostaticas entre os grupos amina terminais e os
oligomeros de silica, a hidrofobia criada pelos carbonos das cadeias também
influencia a reacgao, alterando a estrutura da agua em volta do precursor, facilitando

a agregacao de silica (Belton et al. 2005).

A espermina, espermidina e outras moléculas andlogas foram descritas como
catalisadores da reacao da silica estruturada, estando o tamanho das cadeias
correlacionado com a reagao de condensacao, assim como a agregagao e crescimento
das particulas (Belton et al. 2005). A arquitetura das poliaminas estd também
diretamente relacionada com a aceleragao da condensacao, sendo que os
catalisadores com cadeias lineares demonstram um grande aumento da mesma,
enquanto moléculas ramificadas com pesos moleculares muito elevados nao
apresentam este efeito (Menzel et al. 2003). A norespermidina também demonstra

a capacidade de sintetizar silica (Abacilar et al. 2015).

As poli(etilenoiminas) sdo um tipo de poliaminas tinico, com vérios grupos amina
na cadeia macromolecular (Yao et al. 2015). Estas demonstraram a capacidade de
sintetizar silica estruturada em meio aquoso (Jin et al. 2005¢). Através da variagao
da sua concentracao é possivel obter esferas (Jin et. al 2007), superficies lisas sem
fibras ou feixes expandidos, entre outras morfologias (Jin et al. 2011, Jin et al.
2014). O meio de sintese pode ser dgua, dimetilsulfoxido ou etanol, embora muitas
PEIs nao sejam soltveis em dgua a temperatura ambiente e pH neutro. No entanto,
as PEIs lineares sao soliveis em agua quente (80°C) ou em &dgua a temperatura
ambiente com pH igual a 2, visto que a PEI é protonada. O uso de metanol como

solvente permite uma reacao lenta a temperatura ambiente, sendo benéfica para a
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construcao e desenvolvimento de padroes de silica biomimética (Jin et al. 2005b).
Para percentagens maiores de etanol (acima dos 75%), a silica obtida assume o
aspeto de um mondlito, mas amorfo. Uma concentracao de etanol situada entre os
25% e 50% permite a obtencao de estruturas ordenadas de silica. J4 foi estabelecida
uma relacao linear entre o peso molecular da PEI e o didmetro das particulas de
silica obtidas a uma concentracao de 0.1 mM (Neville et al. 2011). As PEIs

dendriticas ou ramificadas sao soliveis em dgua a concentragoes muito baixas.

1.3.1 Nanoparticulas de silica

A sintese de nanoparticulas de silica revelou-se importante para as areas de
biomédica e eletrénica, devido a possibilidade de controlo do tamanho e morfologia
das particulas. A presenca de poros com didametros entre os 2 e 30 nm, assim como
areas de superficie desde os 300 aos 1600 m?g! sdo ideais para a area dos
biomateriais (Kurdyukov et al. 2015). Devido a sua dimensdo, estas apresentam
propriedades significativamente diferentes, nomeadamente a elevada relacao entre
area de superficie e volume e a mudanca de propriedades elétricas. A sintese das
mesmas pode ser feita através do método sol-gel a baixas temperaturas, que permite
a formacgao de nanoparticulas de silica com elevado grau de controlo e facilmente

funcionalizaveis devido a presenca de grupos silanol a superficie.

O método que ficou conhecido como a sintese de Stéber (Stober et al. 1968) consiste
na sintese de nanoparticulas de silica esféricas monodispersas usando amoniaco
como catalisador em solucoes alcodlicas, permitindo a obtencao de esferas com
dimensoes entre os 5 e 0os 1000 nm com um bom controlo de tamanho de particulas.
A presenca do grupo amonia vai de encontro aos principios biomiméticos ja

mencionados.

1.3.2 Materiais monoliticos

O método sol-gel permite também a formacado de materiais monoliticos. A sintese
de silica em meio acido é favoravel a formacao de mondlitos, dado formar estruturas
lineares ou amorfas (devido a hidrélise mais rapida), mais densas e com volume de
poros menor (devido a condensagao mais lenta). E possivel também obter monélitos
formados em condigoes basicas, mas estes seriam maiores e haveria uma maior
variagao no volume e distribui¢do dos poros (Brinker et al. 1990). O racio molar

entre H.O e Si também influencia a estrutura final do mondlito, sendo o necessario
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para a ocorréncia do processo sol-gel uma razao de 2:1. Como ja foi dito
anteriormente, os precursores nao sao soliveis em 4gua, e no caso dos monolitos
pretende-se uma estrutura homogénea logo, seria necessaria a adigao de um alcool.
No entanto, é possivel a ocorréncia da reacao sem a adicao do solvente alcoodlico,

pois durante a reacao de hidrélise, o dlcool é produzido (Avnir, Kaufman, 1987).

A secagem do mondlito é de extrema importancia, pois pode ocorrer o colapso das
paredes dos poros. Este fenémeno é causado pelo aumento da pressao capilar,

aquando da saida da parte liquida do gel pelos poros.

1.4 Meétodos de caracterizacao fisico-quimica de

materiais a base de silica

Para avaliar o resultado da sintese e as propriedades do mesmo sao usados varios
métodos de caracterizagdo para as varias propriedades quimicas, fisicas, mecanicas
e estruturais. Para a caracterizacao estrutural, alguns dos métodos mais utilizados

sao porosimetria de mercurio, adsor¢cao de azoto e picnometria de hélio.

A porosimetria por intrusdo de mercurio (Hg) é usada para medir a densidade,
porosidade e diametro médio dos poros da silica. Baseia-se na inje¢ao de um liquido
nao molhante na amostra através de um aumento de pressao, forcando a entrada

nos poros.

A técnica de adsorcao de azoto fornece dados sobre a area de superficie da amostra,
sendo possivel calcular também porosidade e volume da mesma. Consiste no uso da
teoria BET (Brunauer, Emmet e Teller) para o cdlculo da &rea de superficie da
amostra, através da determinacao da quantidade de gas necessaria para a formagao

de multicamadas moleculares sobre a superficie, a uma temperatura constante.

A picnometria de hélio é o método mais utilizado para medir a densidade aparente

e volume de uma amostra, com base na lei de Boyle.

Os métodos microscopicos oOticos e AFM nao sdo adequados para medigoes de
particulas de silica, sendo os mais utilizados o SEM e o TEM. A resolucdo do SEM
pode nao ser a mais adequada para particulas mais pequenas, sendo nesses casos
usado o TEM.

Para a caracterizacdo quimica, existem varios métodos como a ressonancia

magnética nuclear, analise termogravimétrica, FTIR e potencial zeta. A anéalise
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termogravimétrica permite saber o ponto de combustao dos catalisadores, de modo
a saber se, aquando da calcinacao, estes foram totalmente removidos, permitindo
igualmente ter a noc¢ao da estabilidade da silica obtida. O FTIR permite determinar
o tipo de ligagoes do material obtido, para garantir que o espectro do mesmo ¢é o
tipico da silica. J& o potencial zeta permite medir a repulsao eletrostatica a

superficie das particulas, indicando a estabilidade da dispersao.

1.5 Aplicacoes farmacéuticas e biomédicas

Ao longo dos tltimos anos, a investigagdo em materiais mesoporosos a base de silica
para a aplicacao em tecidos tem sido alvo de grande atencao devido a sua excelente
bioatividade e capacidade de gerar tecido 6sseo em contacto com fluidos fisiologicos
(Shadjou et al. 2015). Naturalmente, estes materiais ndo contém apenas silica mas

também outros compostos osteogénicos como a hidroxiapatite.

Para a formacdo de apatite na sua superficie, este tipo de materiais bioativos
depende muito da microestrutura e da area de superficie do mesmo. A literatura ja
estabeleceu relagoes entre a area de superficie dos materiais e a sua capacidade de
indugdo da formagao de apatite, sendo maior para uma maior area, atuando os
microporos como o local de nucleacao da apatite. Os mesoporos e macroporos
também possuem uma elevada importancia, pelas func¢oes que desempenham como
reservatério de nutrientes localizado e promotores da infiltracao de células,
respetivamente. Outros materiais, como nanotubos de carbono, usados em tecidos
duros possuem forgas de Van der Walls que nao permitem uma dispersao adequada,

algo que nao acontece nas MSNs, devido a sua esfercididade.

A capacidade destas particulas agirem como nanocarriers ja se encontra
documentada na literatura, pois para além de terem propriedades semelhantes aos
nanocarriers organicos, dada a baixa citotoxicidade, possuem também a

durabilidade e versatilidade dos materiais inorganicos.

Tabela 3 — Resumo das principais aplicagoes de compdsitos cerdmicos em tecidos duros, Nanobiomaterials in
Hard Tissue Engineering, pg. 366 (2016)

Implante Tipo de material bioceramico Aplicacao

Reconstrugao de
Anca total, joelho, cotovelo, punho  Revestimento de biovidro e metal . ~<;
articulagbes fraturadas

Compdsito de biovidro e fibra .
Placas ésseas P Reparagdo de fraturas

metélica
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Compdsito de biovidro e fibra
Unhas intramedulares metalica, compdsito de Alinhamento de fraturas
polissulfona e fibra de carbono

Compdsito de biovidro e fibra -
. L. L Reparagdo de curvatura
Implante de Harrington metélica, composito de o
. . crénica da coluna
polissulfona e fibra de carbono

Membros implantados Bioglass, compésito de Substituicdo das
permanentemente polissulfona e fibra de carbono extremidades em falta

Imobilizagdo de
Fusao espinhal Bioglass vértebras para prote¢do
da medula

e o Compdsito de Reparagdo do cume
Substituicao de osso alveolar e . .
- . politetrafluoroetileno (PTFE) e alveolar e melhoramento
reconstrugdo mandibular o . . .
carbono, biovidro, apatite densa do encaixe dentério

O Bioglass ® 4555 ¢ um dos materiais a base de silica mais utilizados no campo da
medicina. Possui uma composicao bem estabelecida de 45 wt% SiOs, 24,5 wt%
Ca0, 24,5 wt% NaxO e 6,0 wt% P05, que permite a sua integracao no tecido dsseo.
Como tal, é muito utilizado em regeneracao 6ssea, implantes dentarios e auditivos
(Rahaman et al. 2011). Na Tabela 3 podem encontrar-se as principais aplicagoes do

biovidro e outros materiais compositos em tecidos duros.

Também se encontra documentada a possibilidade de materiais a base de silica
agirem como sistemas de libertagao de farmacos devido as propriedades bioativas
destes compositos em contacto com fluidos biolégicos. Um dos maiores desafios dos
implantes sao as infe¢des nos locais afetados e com o uso de compostos a base de
silica, ¢ possivel incluir o farmaco adequado no préprio implante, minimizando os

riscos de infegdo e melhorando a formagao de apatite (Vallet-Regi, 2006).
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2.Métodos e Materiais

2.1 Reagentes, solventes e catalisadores

A Taurina (TAU, 2 99 % e M, = 120,15 g/mol), Espermidina (SPD, = 99,0 % e
M, = 14525 g/mol), Espermina (SPN, = 99% e M, = 202,34 g/mol),
Norespermidina (NSP, 98% e M, = 131,22 g/mol), Hexametilenodiamina (HDA,
98% e My = 116,20 g/mol), Poli(etilenoimina) Ramificada (PEIR, = 99% e M, =
25000), Poli(etilenoimina) Linear (PEIL, = 99% e M, = 5000 ) e o
Tetraetilortosilicato (TEOS, = 98% e M, = 208,33 g/mol) utilizados foram
fornecidos pela Sigma-Aldrich.

2.2 Sintese e processamento de silica

Antes da sintese de silica, foi feita a medicao do pH de cada um dos catalisadores
em solu¢do no medidor de pH PHM210 da MeterLab®, variando a concentragao
através do método de diluicao. Partindo de uma solugao inicial com concentragao
de 0,15 mol L'} foi adicionada dgua milli-Q® desgaseificada até uma concentragio
final de 1 x 10 mol L, sendo o pH medido periodicamente. Todas as medig¢oes
foram feitas em duplicata, partindo da mesma solucao inicial, tendo sido feita uma
média dos dois valores de pH obtidos para a mesma concentracao. Este passo advém
da necessidade de relacionar o pH da solugdo aquosa na qual vai ocorrer a reagao
com a estrutura final da silica sintetizada e também da relacao entre a molaridade

e o pH da solucao.

Para a medi¢do do pH da PEI Ramificada em solugdo, o método utilizado foi o
mesmo, embora a solu¢ao inicial tivesse uma composicao de 1% wt de PEIR, dado
o elevado peso molecular da molécula tornar a dissolucao de uma concentracao alta
impossivel. A medi¢ao do pH da PEI Linear nao foi efetuada pois foi impossivel
dissolver a mesma em &4gua, nao permitindo a medicdo analoga a dos outros

catalisadores. Foi apenas registado o pH da solucao usada para a sintese de silica.

A silica foi sintetizada usando o catalisador dissolvido em solugdo aquosa com
concentragoes de 0,02 mol L' para SPN, SPD, HDA e NSP, e de 0,05 mol L para
a TAU. Foram realizadas solugdes de catalisador e TEOS (4:1) para volumes de 5
mL e 15 mL. Os tempos de reagao foram de 100h para as solugoes de 15 mL
(triplicatas) e 24h, 48h, 72h ou 100h para as de 5 mL (duplicatas), de modo a

permitir o estudo da cinética.
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A preparacao da solucao aquosa foi feita através da dissolucao dos catalisadores
puros em agua milli-Q® desgaseificada, de modo a reduzir o diéxido de carbono
presente, evitando alteragbes no pH através da formacao de acido carbdénico. As
solugoes foram colocadas em agitagao magnética em placa durante 30 minutos, a
temperatura ambiente, revestida de papel de aluminio, de modo a nao haver

degradacgao por parte da luz.

A concentracgao usada para a PEIR foi determinada através da curva de pH. O pH
da solucao aquosa do catalisador usado situa-se entre os 11,30 e 11,50 para a
concentracao usada na sintese. Logo, foi estimado que para uma solugao aquosa de
PEIR com 5 % wt o pH estivesse nesse intervalo. Com efeito, para uma solucao

aquosa de PEI ramificada com 5 % wt de catalisador, o pH encontrado foi de 11,33.

Os copos onde decorreu a ragao foram impregnados com azoto, de modo a criar

uma atmosfera inerte.

As amostras foram entao colocadas sob agitacdo magnética de 600 rpm a

temperatura constante de 25°C, durante o periodo predefinido de reacao.

Para a sintese de silica usando a PEI linear, o método de preparagao foi diferente,
pois esta nao é soluvel em agua. Foi feita uma solucao de etanol e adgua numa
proporcao de 9:1, determinada através de experimentacao, com uma concentragao
de 1,4 % wt. Mantendo o meio a uma temperatura de 45°C foi possivel dissolver o
catalisador. A proporcao de TEOS:H>O foi mantida a 1:4, tal como para os outros

catalisadores, assim como a temperatura de reacao e agitagdo magnética.

Apoés a sintese, as amostras foram transferidas para tubos falcon, sujeitas a uma
centrifugacao durante 10 minutos a 6000 rpm numa centrifugadora HERMLE 7366,
sendo de seguida retirado o sobrenadante de TEOS, que fica a superficie, dada a
sua baixa densidade. Este processo foi repetido duas vezes adicionais, antes de se
proceder ao congelamento a -18° C. As amostras que usaram a taurina ou a PEIR
como catalisador nao foram sujeitas a lavagem, pois formam um monolito, nao se
justificando a centrifugacao. Estas foram entao transferidas para um tubo falcon e

congeladas a -18 °C.

Para remover a agua restante nos falcons e aumentar a porosidade da silica
sintetizada, as amostras foram liofilizadas no equipamento da Snijders Scientific. A
temperatura da liofilizacao foi de aproximadamente - 46°C, com pressao média de

3 mbar. Procedeu-se a pesagem de todas as amostras.
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Para obtencao de silica, foi retirada uma aliquota de cada amostra e calcinada a
uma temperatura de 600 °C com uma taxa de aquecimento de 8 °C (cerca de 1h15).
As aliquotas foram mantidas a esta temperatura durante 1h30, até serem retiradas
e colocadas num exsicador com silica gel, para arrefecimento. A temperatura de
600°C foi escolhida pois apenas acima dos 550°C é possivel remover a maioria dos
grupos amina presentes nos catalisadores, assim como o grupo sulfénico da Taurina.
No entanto, a Norespermidina foi o Unico catalisador cuja amostra nao sofreu
combustao completa a 600°C, apresentando-se cinzenta escura apos a calcinagao.
Foi, entao, definida uma temperatura de 850°C para a calcinacdo da silica

produzida pela Norespermidina.

As amostras calcinadas foram pesadas e foi feita a proporcao para a massa total de

silica produzida por cada amostra.

2.3 Caracterizacao fisico-quimica e morfolégica

2.3.1 Microscopia eletrénica de varrimento (SEM)

A caracterizacao feita através de SEM para as poliaminas, TAU e PEIR foi efetuada
no equipamento da Zeiss Gemini Compact / VPCompact, field emission scanning
electronic microscope FESEM, Alemanha. As amostras foram revestidas com uma
camada de ouro inferior a 5 nm e foi usada uma voltagem de andlise de 2 kV. As
amostras pré e pos calcinagao foram analisadas a varias ampliagoes. Para a PEIL,
o equipamento utilizado VEGA3 da TESCAN com uma voltagem de 5 kV. Os
didmetros estimados das particulas a partir das micrografias de SEM foram

analisados através do software ImageJ ®.

2.3.2 Espectroscopia de infravermelhos por transformada de
Fourier (FTIR)

A analisada foi efetuada no equipament o FT/IR-4200 da Jasco Inc. (Japao). O
espectro infravermelho foi obtido a partir de 256 scans com uma resolucao de 4,0

cm!, em modo de transmissao, com pastilhas de KBr, numa proporcao de 1:100.
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2.3.3 Difusao dindmica de luz (DLS)

Inicialmente, foram feitos varios ensaios com meios diferentes (Etanol e dgua milli-
Q®) e concentragoes sucessivamente menores de silica, sendo a maior de 1 mg mlL-

1. O DLS foi realizado no equipamento Zetasizer da Malvern, usando agua milli-
Q®.

Para a ressuspensao das particulas de silica foi usado o sonicador durante 10 min
antes de cada medicao. Nao foi feita a adicdo de surfactante e as concentracoes de
silica calcinada testadas variaram entre os 0,01 e os 0,5 mg/mL, sendo os ensaios
discutidos realizados a 0,02 mg/mL. Foram feitas 2 leituras sucessivas, o angulo
usado foi o “non-invasive backscatter” de 173°. Os indices de refracao usados foram
de 1,330 para a agua e 1,459 para a silica, a uma temperatura de 20° C. Foram
realizadas 2 corridas consecutivas, em triplicadas, para cada amostra, com 10
segundos de estabilizacdo. As cuvettes utilizadas foram as de plastico de volume
reduzido (40 pL). Por fim, o método de tratamento de dados escolhido foi o General

Purpose.

2.3.4 Potencial Zeta

O potencial Zeta foi medido no equipamento Zetasizer da Malvern usando agua
milli-Q® como dispersante a uma concentracao de 0,02 mg/mL. As restantes
especifica¢oes usadas foram idénticas as descritas no DLS. O modelo usado foi o de
Smoluchowski com 10 s de tempo de equilibrio. As cuvetes usadas foram as
DTS1060.

2.3.5 Picnometria de Hélio

A anédlise de picnometria de hélio foi feito no equipamento Accupyc 1330 Model
(Estados Unidos) da Micromeritics. Através da comparagao da pressao de hélio na
camara de amostra com a da camara de volume calibrado é possivel medir a
densidade e volume real dos materiais. As amostras escolhidas foram de silica

calcinada.
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2.3.6 Adsorcao de N;

A adsorcao de azoto foi usada para determinar a area de superficie. Este método
permite, a uma temperatura constante, a medicao do volume de azoto necessario
para formar multicamadas sobre a superficie do material, através da teoria de BET.
As amostras analisadas foram de silica calcinada O equipamento utilizado foi o
ASAP 2000 V2.04 da Micrometics (Estados Unidos).

2.3.7 Porosimetria por intrusao de merctrio

Esta técnica permite obter informacao sobre a dimensao de poros da amostra. A
porosimetria de mercurio foi efetuada no equipamento Autopore IV 9500
Micrometics (Estados Unidos). Os parametros usados foram pressoes de 0,5 a 33000

psia.
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3 Resultados e Discussao

3.1 Poliaminas e Taurina

No presente estudo, os catalisadores biomiméticos de cadeia pequena utilizados
foram a espermidina, espermina, hexometilenodiamina, norespermidina e a taurina,
sendo os quatro primeiros pertencentes ao grupo das poliaminas. A eleicdo da
taurina como catalisador deve-se as semelhancas da sua estrutura quimica com as
da cisteamina, cuja capacidade de atuacao como catalisador de silica ja se encontra
comprovada (Roth et al. 2004). A principal semelhanga entre as duas moléculas
deve-se a presenca dos grupos amina, mas também do enxofre, que se encontra na
taurina sob a forma do grupo sulfénico, ao invés do tiol na cisteamina. A estrutura

quimica destes catalisadores encontra-se representada na Figura 7.
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1 HoN NN N
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Figura 7 — Estrutura Quimica das Poliaminas (1 — HDA, 2 - NSP, 3 — SPD, 4 - SPN) e da Taurina (5)

A Tabela 5 é referente a massa média de silica sintetizada para 100h e respetivos
didmetros médios para cada uma das poliaminas estudadas, assim como outras
propriedades dos catalisadores. As distancias inter-amina das moléculas foram
obtidas a partir da literatura existente (Belton et al. 2005, PubChem Compound
Database 2017, Zuluaga-Hernandez et al. 2014). Os didmetros foram calculados
através de dois métodos diferentes, média normal e média ponderada segundo a
equacao 1 (Rawle A., The Basic Principles of Particle Size Analysis), que nos
permite uma avaliagdo melhor da distribuicao de tamanhos.
ple3) = 2
1Y Vi

Equagao 1 — Formula de cdlculo do diametro estimado a partir das micrografias de SEM
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Tabela 4 — Massa total de silica obtida e diagmetro médio das particulas para cada poliamina estudada. L — Comprimento da molécula; Li — Distancia entre aminas na

posicdo i e i+1, * Valor tedrico

Peso N de N de N de Diametro
Poliamina Férmula | molecular grupos | aminas aminas L Ly Lo L; ponderado | Silica obtida
Quimica | (g molt) 3 L L. (Ay* | (A)* | (A)* (A)* | D[4,3] SEM | a 100h (mg)
% amina | primaérias | secundérias (nm)
Espermidina CrH1gN3 145,25 3 2 1 11,7 5 6,23 - 7314£248 162+18
Espermina CioHasNy 202,35 4 2 2 16,1 5 6,35 4,96 697+226 186+35
HDA CsHisN2 116,21 2 2 0 8,9 8,9 - - 313499 220422
Norespermidina | CgHi7N; 131,22 3 2 1 - 6,02 6,02 - 14274543 248410
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Figura 8 — Resumo das curvas de pH obtidas a partir da dilui¢do dos catalisadores de cadeia pequena em
solugao aquosa
A partir da Tabela 5, pode concluir-se que o diametro das particulas obtidas, e

posteriormente analisadas através de SEM, varia de acordo com o tamanho e
propriedades das poliaminas usadas. A HDA foi o catalisador, dentro do grupo das
poliaminas, que demonstrou maior rendimento massico e produziu também as
particulas com menor didmetro. Este resultado vai ao encontro do que ja se
encontra na literatura: verificando-se que poliaminas menores tém a capacidade de
sintetizar particulas de tamanho mais reduzido (Bernecker et al. 2010). A Figura 8
diz respeito ao resumo dos resultados das medigoes de pH. Os graficos
individualizados podem ser encontrados no Apéndice I. Como seria de esperar, as

solugoes aquosas de poliaminas possuem um pH béasico, entre 10,85 e 11,55,
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enquanto a de taurina apresenta um pH de 5,92, préximo do neutro. Das poliaminas,
a que apresentou um pH mais baixo foi a norespermidina, estando, no entanto,
muito proximo dos valores das outras. J& a espermidina apresentou os valores de

pH mais altos.

A norespermidina foi a poliamina cujas particulas resultantes apresentaram o maior
tamanho, com uma média de 1427,7 nm. Apesar de ter o mesmo ntimero de aminas
primarias e secundarias que a espermidina, a norespermidina é uma molécula
simétrica, pelo que a posicao dos grupos amina pode estar relacionada com a
diferenca de resultados. Também ¢ verificavel a tendéncia de que poliaminas com
maior peso molecular produzem particulas com maior didmetro, de acordo com o

que ja foi feito com outros catalisadores (Bernecker et al. 2010).

Relacionando o desvio padrao pequeno relativo ao tamanho das particulas
sintetizadas a partir de HDA com a distdncia inter-amina deste catalisador,
podemos concluir que, para maiores distancias entre os grupos amina, mais uniforme
é a distribuicao de particulas de silica obtidas, algo que também ja se encontra na

literatura (Hernandez et al. 2014).

Relativamente ao nimero e tipo de aminas, verificamos que os resultados que
aparentam ser mais consistentes sao os da HDA, que ndo possui aminas secundérias.
E provével que a auséncia de aminas secundérias influencie a sintese das esferas de
silica, visto que o catalisador nao possui grupos funcionais secundarios. Nas Figuras
8 e 9 estao dispostas as imagens de SEM obtidas, a uma ampliagdo de 10000 e
30000 vezes da silica nao calcinada produzida pelas varias poliaminas. A Figura 10

apresenta as imagens da silica calcinada sintetizada a partir das mesmas.

A NSP e SPN produziram particulas esféricas com uma rugosidade maior, o que
vai ao encontro da literatura, pois a estrutura resultante possui maior rugosidade
quanto mais longa for a molécula do catalisador (Belton et al. 2005). Também a
menor esfericidade das particulas produzidas pela SPN é explicada pelo maior

comprimento da molécula, visto que este induz uma maior agregacao de particulas.
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Figura 9 — Micrografias de SEM a amostras de silica nao calcinada sintetizadas pelas poliaminas (1 - HDA, 2- SPN, 8 -SPD, 4 — NSP)
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Figura 10 — Micrografias de SEM a amostras de silica nao calcinada sintetizadas pelas poliaminas (1 - HDA, 2- SPN, 8 -SPD, 4 — NSP)
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Figura 11 — Micrografias de SEM a amostras de silica calcinada sintetizadas pelas poliaminas (1 - HDA, 2- SPN, 3 -SPD, 4 — NSP)
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As imagens obtidas através do SEM para a Taurina nao permitiram a estimativa
do tamanho das particulas. No entanto, de acordo com a sintese sol-gel em meios
de pH inferior a 7, supoe-se que a formacao de nanoparticulas de silica tenha sido

promovida apesar da formagao de um mondlito de silica amorfa, como é visivel nas

imagens abaixo.

Figura 12 — Micrografias obtidas através de SEM para a silica sintetizada pela taurina, ndao calcinada e

calcinada

Tabela 5 — Rendimento de niumero de silicios da silica sintetizada com poliaminas e taurina

. Numero de moles de Numero de Rendimento de

Catalisador R . s e . O
silicio obtidos silicios obtidos silicios

HDA 1,21E% 7,32E+20 9%
Norespermidina 5,08E0 3,06E% 4%
Espermidina 7,16E™ 4, 31E+2 5%
Espermina 8,32E™ 5,01E+% 6%
Taurina 3,83E% 2,31E% 28%

A Tabela 6 representa o rendimento do niimero de silicios em func¢ao do catalisador
utilizado. Os célculos foram realizados assumindo que a silica resultante é composta
apenas por SiO e a quantidade inicial de silicios de 8,09E, correspondente aos 3
mL de TEOS usados na sintese. A taurina apresenta um rendimento muito maior
que as poliaminas. Algo que se pode dever a prevaléncia da condensacdo em

sistemas com um pH inferior a 7.
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Foi também feito o estudo da cinética da sintese de silica para as 24h, 48h, 72h e
100h, em cada um dos catalisadores estudados. Como é visivel pelos graficos
apresentados na Figura 13, todas as poliaminas tiveram uma evolucao semelhante,
produzindo a partir das 24h uma massa consideravel que aumenta até as 72h,
mantendo-se estavel até as 100h. Ou seja, pode concluir-se que a hidrélise ocorre
muito rapidamente e que héa logo condensacgao do precursor, visto que poucas horas

apoés o inicio da sintese ja se encontram particulas de silica suspensas na solugao.

0,25

=
—_ =
ot [\]

Massa de silica obtida (g)
o

0,05

24 48 72 100
Tempo de Sintese (h)

---0---SPN ---A-—-HDA ---B--NSP --©-- TAU ---%---SPD

Figura 13 — Grifico de cinética da massa resultante (g) da sintese com poliaminas e taurina

Por oposicao, a Taurina apresenta uma massa de silica muito baixa (0,024 g) para
as 24 h, havendo um crescimento muito significativo para as 48 h. A partir desse
momento, o aumento da massa é menor, mas continua a verificar-se uma massa
obtida muito maior do que a verificada nas poliaminas. Esta variacao entre as 24 h
e as 48h pode ocorrer devido a menor velocidade da condensacao da silica em meios

com um valor pH inferior a 7.
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De acordo com o nimero de grupos amina (Figura 14), é também possivel prever
que, para moléculas que contenham 2 grupos com uma distancia inter-aminar maior,
o rendimento de silica seja maior. Usando um catalisador com menor ntimero de
grupos amina, as particulas de silica obtidas tendem a apresentar um menor

didmetro.
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Figura 14 — Grafico da massa produzida de silica em funcdo do nimero de grupos amina de cada poliamina:
A — HDA (2 grupos amina), B — Norespermidina (3 grupos amina), - - Espermidina (3 grupos amina), ® —

Espermina (4 grupos amina)

Tabela 6 — Bandas caracteristicas da silica com TEOS como precursor, Al-Oweini et al. 2009

El Unidade Estrutural

3472 H-O-H..HL0; SiO-H...H20

1653 H-O-H
1200 Si-O-Si
1089 Si-O-Si
965 Si-OH
800 Si-O-Si
467 -0O-5i-0O-

Os resultados do FTIR para as poliaminas encontram-se no Apéndice II. Os
espectros obtidos pré e pdés calcinacdo foram muito semelhantes. As bandas
identificadas correspondem também as esperadas para amostras de silica. Através
da andlise do FTIR realizado a silica produzida pela Taurina, foi possivel comprovar
a existéncia da mesma. As bandas mais representativas da silica sintetizada com o
uso de TEOS como precursor situam-se entre os 1080 e 1200 cm™, de acordo com a
Tabela 7, adaptada de Al-Oweini et al. 2009.

34



1,6

12

=
oo
Absorvancia

0,4
0
3686 3321 2955 2590 2225 1860 1494 1129 764 399
0,8
2
< 0,6

0021 16-0-1g

=
o
Absorvancia

3686 3321 2955 2590 2225 1860 1494 1129 764 399

Numero de onda (cm)

Figura 15 — Resultados do FTIR realizado a duas amostras de silica calcinada sintetizadas usando a Taurina
como catalisador, a partir da mesma solugcao original.

Os graficos obtidos demonstram os mesmos picos para as duas amostras, tratando-

se do espectro tipico da silica. Os picos mais representativos situam-se, entao, entre

os 1080 e 1200 cm™ (ligagoes Si-O-Si), 3472 cm™ (SiO-H e O-H) e também nos 800
cm! (Si-O-Si).
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3686 3321 2955 2590 2225 1860 1494 1129 764 399

Numero de onda (cm)

Figura 16 — Resultados do FTIR realizado a amostra de silica sintetizada através de Taurina, nao calcinada.
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Através da analise dos dados obtidos e da Tabela 7, pode concluir-se que usando a
taurina como catalisador, houve formacao de silica. A informacao da Tabela 7 esta
em concordancia com o manual do equipamento utilizado, fundamentando as
conclusoes tiradas. Pode considerar-se também que a lavagem foi feita com sucesso,
pois os picos caracteristicos da Taurina, sendo eles correspondentes aos valores de
1200 (O=5=0), 2950 (CH2), ndo sao visiveis no espectro obtido.

Foram também efetuadas medicdes de potencial zeta e de tamanho de particulas
através do DLS as amostras de silica sintetizadas. O resumo da sintese e
caracterizacao morfologica feitas encontram-se na Tabela 8. Os valores absolutos
de potencial zeta obtidos para todas as amostras foram muito proximos do 0. Os
valores de potencial zeta indicam que as particulas de silica obtidas tendem a
agregar em solucdo, formando aglomerados. No entanto, os desvios sao muito
grandes, o que significa que ha particulas carregadas com 3 mV positiva ou
negativamente. Dado que a literatura descreve o valor de potencial zeta para
particulas de silica como préximo de -40, este resultado ndao confere uma grande
viabilidade da andlise de potencial zeta, algo que pode ser justificado por uma

grande dispersividade das amostras de silica.

Estes dados vao de encontro ao que foi visualizado nas medidas de DLS, cujos
resultados revelam a presenca de particulas com didmetros de algumas centenas de
nanémetros, mas também de particulas com véarios micrémetros. O Z-Average
obtido no DLS ronda os 1000 nm, mas sendo que o range do Zetasizer Nano da
Malvern compreende valores entre 10 e 1000 nm e o equipamento é tendencioso
para particulas maiores, ndo é possivel assegurar a viabilidade destes resultados.
Como se pode visualizar nas imagens de SEM, as particulas obtidas tém diametros
muitos inferiores aos descritos pelo DLS. Os graficos obtidos a partir do DLS podem
ser encontrados no Apéndice III, para o potencial zeta, encontram-se no Apéndice
IV. A proépria sonicacao das amostras de modo a induzir a ressuspencao pode estar
a ter o efeito adverso, promovendo a aglomeracao ao invés da suspensao das

particulas.

Como tal, apesar de haver alguns picos que vao de encontro ao encontrado no SEM,
principalmente no caso da silica sintetizada a partir da HDA, os resultados de DLS
nao sao fiaveis pois nao representam o que foi visualizado e nao é o método indicado

para determinar didmetros deste tipo de particulas.
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Tabela 7

Resumo da sintese e caracterizagdo morfoldgica

das poliaminas e taurina

. pH de Massa 48h
Catalisador Sintese Massa (100h) (mg) Massa 24h (mg) (mg) Massa 72h (mg) Massa 100h (mg)
2 S
HDA 2 11,55 220422 33 7145 7816 80+17 737
c
Norespermidina » 10,85 248+10 3 3943 50+11 51+7 305+1
Espermidina 10,90 162+18 3615 43+3 46+2 43%2
Espermina 11,10 186+35 3942 48+1 49+2 5043
Taurina 5,95 67673 24,140,1 19347 2167 2304
(%]
Catalisador ‘—; Z-Average (nm) Mean Peak (nm) Potencial Zeta (mV)
L o]
. N
HDA g g 1155+47 196,6+120,7 2 -0,183+3,66
Norespermidina 2 = 1038+255 244,3+125,0 § -0,118+£3,55
°
Espermidina é 1376+435 197,2482,4 a -0,063+3,76
Espermina Pl 15224199 285,1+88,2 -0,0553+4,63
Taurina - - -0,0146+3,81
Area de
Catalisador 3 Nao Calcinada (nm) Calcinada (nm) ) § Superficie Didametro de poros (nm) Volume (cm3/g)
8 £ 8 (m*/g)
.§ qh) <
a =5 ]
HDA "'6' fro} 409+135 31399 2 o 3,205 19,40 0,016
2w )
Norespermidina ‘g = 2404+774 14274543 'g lg 17,083 18,72 0,080
Espermidina sfo_u 610+193 731+248 E ﬁ 8,489 17,44 0,037
Espermina 1736+533 697+226 = 6,627 3,83 0,006
Taurina - - 399,088 3,37 0,336
g Densidade Densidade
Catalisador 3 Aparente Real (g/mL) Porosidade (%) Area total Porosa (m?/g) 2 Volume (cm3) Densidade (g/cm?3)
o2 | (g/my & 2
)
HDA E% 0,3281 1,0981 70 2,358 'g 0,157+0,106 2,48310,157
Norespermidina 'g 2 0,3016 0,749 60 2,763 % 0,141+0,007 2,587+0,135
Espermidina & g 0,2552 1,0372 75 6,171 § 0,133+0,011 2,451%0,223
L c
Espermina § 0,2095 0,8038 74 2,652 2 0,110+0,011 2,53510,261
<)
Taurina [ 0,4801 1,251 62 0,473 0,328+0,015 2,087+0,093
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A partir da Tabela 7 e dos graficos da adsor¢ao de N» e da porosimetria por intrusao
de mercirio (Apéndices V e VI), podem tirar-se véarias conclusoes relativamente a
porosidade e densidade das amostras de silica obtidas. Os valores apresentados na
tabela sao valores médios. A silica proveniente das poliaminas possui graficos
caracteristicos de materiais do tipo II, com silica macro ou mesoporosa e adsor¢ao
do gas em multicamadas. Sao visiveis histereses do tipo H1 nas curvas isotérmicas
de adsorcao e dessorcao da silica sintetizada pelas poliaminas, indicadoras de poros
cilindricos abertos nas duas extremidades. Relativamente ao didmetro dos poros, a
HDA sintetizou silica com poros maiores que todas as outras, com volumes de poros
entre os 10 e os 50 nm. Este dado reflete-se na alta densidade da silica sintetizada
por este catalisador, sendo o valor mais alto das poliaminas, e na pequena area de

superficie, que corrobora a auséncia de microporsidade.

Ja a norespermidina apresentou uma gama de poros entre os 2 e os 50 nm, com um
maior volume de poros entre os 10 e os 20 nm de didmetro. Possui a maior area de
superficie e a mais baixa densidade real entre as poliaminas, embora aparente ter
as particulas de maior dimensao. A espermidina apresenta meso e macroporosidade,
com o maior volume de poros entre os 3 ¢ 50 nm de didmetro e um tamanho de
particulas entre os 500 e 900 nm. Também a espermina contém particulas de
tamanho semelhante ao da espermidina, embora os seus poros apresentem
mesoporosidade. Das poliaminas, foi a que obteve menor didmetro de poros, com o

maior volume entre 2 e 5 nm de didmetro.

A partir destes dados, pode relacionar-se o niimero de grupos amina do catalisador
com a porosidade das particulas de silica resultantes. Verifica-se que para
catalisadores com maior ntimero de grupos amina, os poros da silica resultante sao
menores. Também se verifica uma ligeira diminuicdo do tamanho de particulas de
silica com o aumento do pH de sintese, apesar do pH de sintese da noresperdmidina

e da espermidina ser bastante préxima.

A silica proveniente da taurina apresenta micro e mesoporosidade, apresentando
maioritariamente poros entre 1 e 5 nm de didmetro. As isotérmicas de adsorcao e
dessorcao descrevem um material do tipo IV, caracteristico de silicas mesoporosas,
com histereses do tipo H2, indicando poros do tipo tinteiro. Apresenta uma area de
superficie muito superior a das poliaminas, assim como volume, de acordo também
com os resultados da picnometria de hélio. E a silica menos densa da obtida por

moléculas pequenas e demonstrou também o maior rendimento massico.
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A porosimetria por intrusdo de mercurio ndo pode analisar convenientemente as
amostras de silica sintetizadas com confianga, pois os poros de muitas amostras
estdo abaixo da gama de funcionamento do equipamento. A compressibilidade da
amostra pode ter influenciado os resultados, sendo analisados os espagos vazios

entre as particulas de silica ao invés dos poros existentes.
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3.2 Poli(etilenoiminas)

A poli(etilenoimina) ramificada (PEIR) utilizada possui um peso molecular muito
elevado (Mw=25000), o que nao permite a dissolugdo do catalisador em agua a
concentracgoes tao altas como as poliaminas. Como tal, foi feita uma diluicdo de
uma concentracao inicial de 1% wt até 0,01% wt. A Figura 17 representa a medicao

feita.

10,9 O <&

pH

10,6 &

10,4 &

10,1

0,000 0002 0004 0006 0008 0,010

Catalisador, Mol L1

Figura 17 — Dilui¢cao e medi¢ao do pH da poletilemoimina ramificada em solug¢do aquosa.

Estes resultados permitiram estimar a concentragao necessaria para atingir um pH
semelhante ao utilizado pelas poliaminas, ficando estabelecida a 5% wt. O pH de

sintese foi de 11,33.

/\/NH2
(\NHZ (\H
H
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Figura 18 — Estrutura quimica do mondmero das poli(etilenoiminas) ramificada e linear, respetivamente

Nao foi possivel fazer a medigdo do pH e respetiva dilui¢do da poli(etilenoimina)
linear (PEIL) em solugdo, pois dada a sua estrutura, nao é possivel dissolvé-la em
agua. Como tal, foram feitos estudos preliminares que demonstraram a sua
capacidade de dissolu¢do numa mistura de dgua e etanol numa propor¢ao de 1:9
(v/v) a uma temperatura de 40°C, com uma concentracao final de 0,14 Mol L'. A

solucgao registou um pH de 9,35.
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A sintese realizada usando a poli(etilenoimina) ramificada como catalisador
sintetizou 0,7540,007 g de silica por copo. Apesar de antes da calcinacao as massas
variarem, podemos dizer que essa etapa teve excelente sucesso, pois as proporcoes
de catalisador, agua e precursor removidas normalizaram as massas obtidas. Pode

assumir-se que, de todos os catalisadores usados, foi o que demonstrou maior

rendimento.
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Figura 19 — Cinética da sintese de silica usando a poli(etilenoimina) ramificada e polie(etilenoimina) linear.

Pela observacao do grafico anterior, conclui-se que as massas sintetizadas de silica
pela PEIR se mantém constantes nas primeiras 48 h, podendo assim assumir que a
reacao de hidrélise é rdpida. No entanto, apds as 48 h ha um decréscimo linear das
massas obtidas. Este efeito pode dever-se ao elevado pH da poli(etilenoimina) que
promove a despolimerizacao da silica, clivando as ligagoes Si-O-Si através do grupo
OH (Brinker, 1988). A PEIL apresenta uma hidrélise mais lenta, provavelmente
pela presenca do alcool no meio da reagao, dificultando a reacao da adgua com o
TEOS. Entre as 48 e 72h verifica-se uma condensagdo mais rapida através do
aumento da massa. A partir das 72h ha um decréscimo da massa, pelas razoes
mencionadas anteriormente. O uso do alcool para dissolver a PEIL pode ter
influenciado negativamente o tempo de reacdo, pois a area de interacao onde esta
decorre estava reduzida (devido ao tamanho do recipiente) e a propor¢ao de élcool

era alta.
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SEM HV: 5.0 KV SEM HV: 5.0 kV WD: 6.01 mm - VEGA3 TESCAN
View field: 13.8 pm m View field: 13.8 ym Det: SE
| SEMMAG:10.0kx | VEGA3SBH | 2 um  TAIL - University of Coimbra SEM MAG: 10.0 kx VEGA3 SBH 2 Um  TAIL - University of Coimbra

Figura 20 — Imagens obtidas através do SEM de silica sintetizada com a PEIR ndo calcinada (A) e calcinada
(B) e PEIL ndo calcinada (C) e calcinada (D)

Através das imagens de SEM, é observavel que para a PEIR ocorreu a formacao de
um mondlito de silica amorfa, semelhante a Taurina, pelo que é impossivel estimar
o didmetro das particulas através das técnicas habituais. J4 a PEIL deu origem a
estruturas fibrilares, a sua origem pode estar na presenca de etanol no meio de
sintese, pois ja foi descrita a sintese de estruturas fibrilares em meios semelhantes
(Jin et al. 2005).

Tabela 8 — Rendimento de nimero de silicios da silica sintetizada com poli(etilenoiminas)

X Numero de moles de | Numero de silicios . .
Catalisador . . . Rendimento de silicios
silicio obtidos obtidos
PEI R 4,03E% 2,43E+% 30%
PEI L 4,99E 3,01E*+%0 4%
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A Tabela 8 indica-nos a diferenga entre o rendimento das duas poli(etilenoiminas),
a PEIR obteve um rendimento superior a todos os outros catalisadores enquanto a
PEIL obteve o menor. Este ultimo, mais uma vez, pode justificar-se pelo meio nao
otimizado de sintese, que nao permitiu que a reacao ocorresse de maneira
semelhante aos ensaios com outros catalisadores. Os resultados da restante

caracterizacao dos materiais encontram-se na Tabela 9 e nos Apéndices V e VI.

Tabela 9 - Resumo da sintese e caracterizagao morfoldgica das poli(etilenoiminas)

Catalisador o pH de Sintese Massa (100h) (mg)
g
£
PEI Ramificada @ 11,33 75448
PEI Linear 9,78 85110
Catalisador ] Massa 24h (g) Massa 48h (g) Massa 72h (g) Massa 100h (g)
3
- | £
PEI Ramificada © 26112 26318 24213 21813
PEI Linear 14+2 15+1 3314 30+3
[}
T
Catalisador 2 ° Volume (cm3) Densidade (g/cm3)
3
- | E=x
PEI Ramificada S 0,267+0,007 2,303+0,057
PEI Linear o 0,042+0,003 2,184+0,145
@ Area de
° o
Catalisador b :é s Superficie Dlamet(r:n::l)e poros Volume (cm3/g)
2% (m?/g)
| 8s3
PEI Ramificada s '<° 274 4,8 0,329
PEI Linear - 200 6,2 0,310
® s Densidade . Diametro Area total
. s &8 = Densidade Real . P
Catalisador ® 52 Aparente (g/mL) Porosidade médio dos Porosa
% g3 (g/mL) poros (nm) (m?/g)
1588
PEl Ramificada | & & 0,4595 1,272 64% - 38,33
-
PEI Linear = 0,1176 0,578 80% 5-8 19,06

Através desta Tabela e dos anexos, é possivel verificar que a silica obtida pela PEIR
possui maior volume, densidade, area de superficie e rendimento que a silica
proveniente da PEIL. Apesar de serem ambas mesoporosas, a silica da PEIR possui
também menor tamanho de poros, entre os 2 e 5 nm. Ja na silica proveniente da

PEIL, o maior volume de poros situa-se entre os 2 e 10 nm. Esta dimensao de poros
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nao garante a viabilidade dos resultados da porosimetria por intrusao de mercirio
para ambas as amostras pois possuem poros com didmetros inferiores a gama de
funcionamento do aparelho. No entanto, é verificavel no grafico relativo a PEIR a

presenca de poros da ordem dos 5 a 8 nm.

As areas de superficie das amostras aproximam-se da area de superficie da silica
sintetizada com Taurina, e os graficos de adsorcao e dessor¢ao sao igualmente do
tipo H2, revelando poros do tipo tinteiro. A partir deste grafico podem também

identificar-se os materiais como do tipo IV para a PEIR e tipo II para a PEIL.

Apo6s a andlise da caracterizacdo, percebe-se que estas moléculas longas tém a
capacidade de sintetizar silica micro e mesoporosa num meio biomimético, a
temperaturas e pressoes ambiente. Sendo que, a presenca de um maior nimero de
grupos amina secundarios na PEIR, pode estar na origem de uma maior porosidade

menor tamanho de poros.

Relacionando o encontrado nas poli(etilenoiminas) com as poliaminas e taurina,
verifica-se uma tendéncia de aumento da porosidade e diminui¢do do tamanho dos
poros com a presenca de grupos funcionais secundarios nas moléculas que compdoe

os catalisadores.

A presenca do grupo amina é essencial para sintese de particulas mesoporosas de
silica. Com a presenca de aminas secundarias, ou outros grupos funcionais, é
possivel que se possa obter um maior controlo de porosidade das particulas de silica.
Existe a possibilidade de estes grupos funcionais ocuparem espagos durante as
reacoes de condensacao que, apds a lavagem e tratamento térmico, podem tornar-

S€ €Im poros.
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4 Conclusao

A partir do trabalho realizado é possivel concluir que utilizando varios catalisadores
biomiméticos com grupo amina, foi possivel sintetizar diferentes tipos de silica a
partir de TEOS. As poliaminas originaram particulas esféricas, enquanto a taurina
e a poli(etilenoimina) ramificada originaram um mondlito de silica. A
poli(etilenoimina) linear originou silica de forma fibrilar, por ter usado um meio

diferente de sintese.

A excegao da poli(etilenoimina)ramificada, todas as sinteses que ocorreram a valores
de pH entre os 10 e 11,6 demonstraram a capacidade de sintetizar particulas
esféricas de silica sem a adi¢do de surfactantes e com reprodutibilidade, notando-se

uma tendéncia de diminui¢ao de tamanho das particulas com o aumento de pH.

Em termos de rendimento, dado que a hidrélise é mais rapida nas poliaminas, estas
dao origem em poucas horas a uma maior massa de silica. A taurina apresenta um
maior rendimento para periodos maiores de reagdo, dado que ocorre a um pH
proximo do neutro. No entanto, foram a taurina e a poli(etilenoimina) ramificada

que sintetizaram a maior massa de silica.

A caracterizacdo confirmou a existéncia de particulas com didmetros situados entre
0s 310 e 1400 nm para as poliaminas, visiveis através do SEM. Foi possivel observar
também a correlagao ja demonstrada entre o tamanho da molécula de catalisador
e a dimensao das particulas obtidas, dado que a molécula de HDA produziu as
particulas mais pequenas e mais uniformes que a espermidina, espermina e

norespermidina, que sao moléculas maiores.

No entanto, a presenca de grupos secundarios na molécula do catalisador parece
provocar uma diminui¢cdo do tamanho dos poros da silica resultante, algo que se
verificou quer nas poliaminas, quer nos outros catalisadores. As silicas provenientes
das poli(etilenoiminas) e taurina possuem areas de superficie da ordem dos 200-300

m?/g, pelo que podem ser usadas em aplicagdes biomédicas para tecidos duros.

Em suma, o objetivo deste trabalho de sintetizar particulas de silica usando
solventes naturais e catalisadores baseados em mecanismos biomiméticos foi
atingido, sendo as poliaminas capazes de produzir particulas esféricas a pH préximo
de 11, a taurina e a poli(etilenoimina) ramificada capazes de sintetizar um monélito
de silica a um pH de 5,85 e 11,33 e a poli(etlenoimina) linear silica em forma fibrilar
a um pH de 9,78.
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5 Trabalho Futuro

Para aferir o comportamento do material no tecido bioldgico, seria necessario
realizar os testes de hemocompatibilidade. Estes ensaios avaliariam o

comportamento hemolitico do material.

Outros métodos de caracterizagao como o TEM seriam interessantes para avaliar
mais aprofundadamente as caracteristicas das particulas obtidas, nomeadamente no
caso das poli(etilenoiminas) e da taurina pois nao apresenta particulas esféricas,

mas sim um monolito.

Seria também de interesse estudar a combinacao de catalisadores para a sintese de
silica, de modo a averiguar as estruturas resultantes. Nomeadamente, a combinagao
da taurina com uma das poliaminas seria de especial interesse pois aproximaria o

pH da reacao do neutro.

O efeito do catalisador em meio biolégico também tem interesse, pois € importante

saber se h& biocompatibilidade.

Apos os testes relativos a biocompatibilidade, propoe-se estudar a incorporagao de
farmacos ou fatores de crescimento durante a sintese de silica em solugao aquosa,

permitindo avaliar a sua degradabilidade durante a mesma.
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Grafico A1 — Curva de Titulagio da HDA em Solugdo Aquosa
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Apéndice 11

0,5

0

3686 3321 2955 2590 2225 1860 1494 1129 764 399

Grafico B1 — Espectro de FTIR da silica sintetizada a partir de HDA, nao calcinada
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Grafico B2 — Espectro de FTIR da silica sintetizada a partir de HDA, calcinada
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Grafico B3 — Espectro de FTIR da silica sintetizada a partir de NSP, nao calcinada
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Grdfico B4 — Espectro de FTIR da silica sintetizada a partir de NSP, calcinada
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Grdfico B5 — Espectro de FTIR da silica sintetizada a partir de SPN, ndo calcinada
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Grafico B6 — Espectro de FTIR da silica sintetizada a partir de SPN, calcinada
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Grafico B7 — Espectro de FTIR da silica sintetizada a partir de SPD, ndo calcinada
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Grafico B8 — Espectro de FTIR da silica sintetizada a partir de SPD, calcinada
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Grafico B9 — Espectro de FTIR da silica sintetizada a partir de PEI branched, ndo calcinada
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Grafico B10 — Espectro de FTIR da silica sintetizada a partir de PEI branched, calcinada
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Grdficos C1 — C38 — Grdficos do DLS a amostras de silica sintetizada a partir da SPD, calcinada



Size Distribution by Intensity
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Graficos Cf — C6 — Graficos do DLS a amostras de silica sintetizada a partir da NSP, calcinada



Size Distribution by Intensity
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Graficos C7 — C9 — Graficos do DLS a amostras de silica sintetizada a partir da SPN, calcinada
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Graficos C10 — C13 — Grdficos do DLS a amostras de silica sintetizada a partir da HDA, calcinada
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Apéndice IV

Zeta Potential Distribution
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Grifico D1 — Grdfico do resultado de potencial zeta realizado a silica calcinada a partir da HDA
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Grafico D2 — Grdfico do resultado de potencial zeta realizado a silica calcinada a partir da espermidina
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Grafico D3 — Grdfico do resultado de potencial zeta realizado a silica calcinada a partir da espermina
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Zeta Potential Distribution
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Grafico D4 — Grdfico do resultado de potencial zeta realizado a silica calcinada a partir da norespermidina
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Grafico D5 — Grdfico do resultado de potencial zeta realizado a silica calcinada a partir da taurina
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Apéndice V — Gréaficos obtidos através da adsorcao de Azoto para as varias amostras de silica calcinada
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Apéndice VI — Graficos obtidos através da porosimetria

por intrusao de mercurio
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