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RESUMO

As redes metalorganicas (MOF) sdo materiais porosos constituidos de ions metalicos
coordenados com ligantes orgénicos, formando estruturas bidimensionais e tridimensionais.
Desde seu surgimento, essas estruturas tém despertado a atencdo para diversas aplicacdes
considerando-se suas propriedades, como por exemplo, elevada area superficial, volume de
poros e possibilidade de ajustes estruturais. Neste trabalho, foram sintetizadas a temperatura
ambiente redes metalorganicas constituidas pelo ion cobalto(ll) e o ligante 2-metilimidazol,
denominadas como ZIF-67, com trés diferentes morfologias. As redes ZIF-67 com morfologia
de microplacas (ZIF-67(MP)), nanofolhas (ZIF-67(NF)) e de dodecaedros rombicos (ZIF-
67(DR)), foram obtidas simplesmente variando-se a natureza do solvente no procedimento
sintético. A caracterizacdo morfolégica e a analise da composicdo elementar das ZIF-67
revelaram que além da morfologia desejada, 0os materiais sdo constituidos de carbono, oxigénio,
nitrogénio e cobalto, sem a presenca de contaminantes. As técnicas de ATR — FTIR e de
Difracdo de Raios-X foram empregadas para a avaliar a formacéo da rede e andlise de fase
cristalina, respectivamente. O método BET foi utilizado na determinacdo de porosidade e area
superficial, sendo que a ZIF-67(DR) apresentou area superficial de 1.223,86 m?g™ e volume de
poros de 0,72 cm® gt. Ja para a ZIF-67(NF) e para a ZIF-67(MP), a area superficial foi estimada
em 104,49 m? g e 38,18 cm?® g, respectivamente. Ja o volume de poros foi de 0,47 cm® g
(ZIF-67(NF)) e 0,048 cm® g (ZIF-67(MP)), respectivamente. As ZIF-67 sintetizadas foram
aplicadas como catalisadores da reacdo de oxidacdo do substrato fendlico 2-metoxifenol
(quaiacol) na presenca de H.0», apresentando comportamento mimético as enzimas
peroxidases. A atividade especifica (SA) e as constantes cinéticas de estado estacionario dos
catalisadores ZIF-67 foram determinadas a partir do monitoramento da formacgéo do produto
tetraguaiacol utilizando para isso medidas de espectrofotometria no UV-Vis no comprimento
de onda de 470 nm. A ZIF-67(MP) apresentou inicialmente a maior atividade especifica
(SA=0,006 U mg™), sequida da ZIF-67(NF) (SA=0,003 U mg™) e pela ZIF-67(DR) (SA=0,002
U mg?). Os pardmetros reacionais de temperatura, pH e concentracéo de catalisador foram
otimizados alterando-se um e mantendo os demais constantes. Assim, determinou-se que as
condicBes Gtimas de reacdo, entre os parametros estudados sdo em temperatura de 50 °C, pH 9
e concentracgdo de catalisador de 0,284 mg mL™*. Com os pardmetros reacionais ajustados, as
constantes cinéticas (Km e Vmax) para as 3 morfologias de redes ZIF-67 foram determinadas pelo
método de Michaelis-Menten e linearizacdo de graficos de duplo reciproco. As trés redes
exibiram comportamento cinético enzimatico, atingindo o platé de saturacdo do sitio ativo. A
rede ZIF-67(DR) foi o catalisador mimético com maior afinidade tanto para o substrato
guaiacol, quanto para o H20. e também o que promoveu a maior taxa de conversao.

Palavras-chave: Redes metalorgénicas, ZIF-67, atividade biomimética, peroxidase, guaiacol.



ABSTRACT

Metal-organic frameworks (MOF) are porous materials made up of metallic ions coordinated
with organic ligands, forming two-dimensional and three-dimensional structures. Since their
appearance, these structures have attracted attention for several applications considering their
properties, such as high surface area, pore volume, and the possibility of structural adjustments.
In this work, metalorganic frameworks constituted by the cobalt(Il) ion and 2-methylimidazole
as the organic ligand, denominated as ZIF-67, were synthesized at room temperature in three
different morphologies. The ZIF-67 networks with microplate (ZIF-67(MP)), nanosheet (ZIF-
67(NF)), and rhombic dodecahedron (ZIF-67(DR)) morphology were obtained by altering the
nature of the solvent in the synthetic procedure. The morphological and elemental composition
of the materials were characterized by MEV-FEG-EDS technique, revealing that, in addition to
the desired morphology, the materials are made up of carbon, oxygen, nitrogen, and cobalt,
without the presence of contaminants. The ATR — FTIR and X-Ray Diffraction techniques were
used to check lattice formation and crystalline phase analysis. The BET method was used to
determine porosity and surface area, and ZIF-67(DR) had a surface area of 1,223.86 m? g* and
a porosity of 0.72 cm® g. For ZIF-67(NF) and ZIF-67(MP) the surface area was estimated as
104.49 m? g* and 38.18 cm?® g%, respectively, and the porosity was estimated as 0.47 cm® g
for the ZIF-67(NF) and 0.048 cm? g! for the ZIF-67(MP). The synthesized ZIF-67 networks
were applied as catalysts for the oxidation of the phenolic substrate 2-methoxyphenyl (guaiacol)
in the presence of H20., showing mimetic behavior of the peroxidase enzymes. The specific
activity (SA) and steady-state kinetic constants of the ZIF-67 catalysts were determined by UV-
Vis spectroscopy through monitoring the formation of the tetraguaiacol product, which
absorption occurs at 470 nm. ZIF-67(MP) initially showed the highest specific activity (SA =
0.006 U mg?), followed by ZIF-67(NF) (SA = 0.003 U mg™) and finally the ZIF-67(DR) (SA
=0.002 U mg™). The reaction parameters of temperature, pH, and catalyst concentration were
optimized by changing one and keeping the others constant. Thus, it was determined that the
optimal reaction conditions, among the parameters studied, are at a temperature of 50 °C, pH 9,
and a catalyst concentration of 0.284 mg mL™. With the reaction parameters adjusted, the
kinetic constants (Km and Vmax ) for the three morphologies of ZIF-67 networks were determined
by the Michaelis-Menten method and linearization of double reciprocal graphics. The three
networks exhibited enzymatic kinetic behavior, reaching the active site saturation plateau. The
ZIF-67(DR) network was the mimetic catalyst with the highest affinity for guaiacol and H20-
substrate and promoted the highest conversion rate.

Keywords: Metal-organic frameworks, ZIF-67, biomimetic activity, peroxidase, guaiacol.
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2-metilimidazol
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1 INTRODUCAO

Em meados da década de 90, baseando-se em estudos anteriores sobre a formacéao de
compostos e polimeros de coordenacdo, uma nova classe de materiais foi descoberta. Trata-se
das redes metalorganicas comumente denominadas pelo termo em inglés: MOF - Metal Organic
Frameworks. As MOF sdo materiais constituidos por ions metélicos e ligantes organicos unidos
a partir de ligacbes coordenadas, originando redes 2D ou 3D com propriedades elevadas de
cristalinidade, porosidade e area superficial.

Estas propriedades foram comparadas e reportadas como superiores as propriedades
de outros materiais porosos, dada a possibilidade de funcionalizacdo e ajuste estrutural de
materiais MOF. Dessa forma, surgiu grande interesse de pesquisadores que desde a sintese
inicial ttm demandado grande esforco na investigacdo destas redes para diversas aplicacoes.
Porém, a efetiva aplicacdo de grande parte destes materiais tem sido limitada pela baixa
estabilidade estrutural especialmente em solugdes aquosas.

Para contornar as limitacGes decorrentes da estabilidade estrutural das MOF até entédo
conhecidas e inspiradas nas estruturas das zedlitas, surgiram uma subclasse de MOF
denominadas Zeolitic Imidazolate Framework (ZIF), que em portugués podem ser denominadas
como redes imidazolato zeoliticas ou simplesmente denominadas pelo acrénimo ZIF. Estas
redes sao materiais constituidos de metais de transi¢do, como por exemplo, cobalto e zinco, que
em ligacdo de coordenacdo com o nitrogénio de ligantes de imidazol formam clusters
tetraédricos semelhantes as unidades de construcdo primarias de estruturas cristalinas de
zeolitas.

A ZIF contendo o metal cobalto coordenado ao 2-metilimidazol é denominada de
ZIF-67. Esta rede foi escolhida para este trabalho devido a simplicidade do procedimento
sintético e do baixo custo dos reagentes empregados na sua obtencdo além de possuir
caracteristicas favoraveis a reacdes cataliticas. Recentemente, a ZIF-67 foi reportada como um
catalisador na reacdo de oxidagdo do substrato cromogéneo ndo fendlico
3,3°5,5’-tetrametilbenzidina (TMB), o qual € um substrato modelo em reacGes para determinar
a atividade catalitica em enzimas do tipo peroxidase. No entanto, a oxidacao catalitica mimetica
a peroxidase da rede ZIF-67 ainda ndo foi demonstrada com substratos fendlicos; tendo seus
parametros cinéticos de estado estacionario desconhecidos nestas reacoes.

A obtengdo da ZIF-67 é comumente reportada na forma 3D. No entanto, com as

condicBes reacionais adequadas, € possivel repara-las com morfologias de nanofolhas e
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microplacas. Um mesmo material, mas com morfologias distintas, levam a caracteristicas
diferentes, quanto ao comportamento.

Assim, este trabalho contribui para o entendimento da relacdo de trés diferentes
morfologias para a ZIF-67 quanto a sua reatividade na oxidacao de compostos fenolicos. Mais
especificamente, neste trabalho as ZIF-67 foram avaliadas como catalizadores miméticos de
enzimas peroxidase visando a oxidacdo do guaiacol a partir das espécies reativas provenientes

da decomposicéo do perdxido de hidrogénio.

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Sintetizar redes metalorganicas baseadas em estruturas imidazolato zeoliticas de
cobalto (ZIF-67), com diferentes morfologias, e determinar as constantes cinéticas de estado

estacionario da atividade biomimética tipo peroxidase frente ao substrato fendlico guaiacol.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Como obijetivos especificos este trabalho propde-se:

a) Obter ZIF-67 com diferentes morfolGgicas a partir da modificacdo do meio de reacional;

b) Investigar a atividade biomimética do tipo peroxidase das redes ZIF-67 sintetizadas com
diferentes morfologias por meio de ensaios de atividade enzimatica;

c) Investigar parametros reacionais favoraveis a atividade biomimética do material como
temperatura, pH e concentracdo de catalisador;

d) Determinar as constantes cinéticas de estado estacionario das redes com diferentes

morfologias na oxidacdo do substrato fendlico 2-metoxifenol.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo é apresentado o estado da arte que envolve a sintese de MOF,
caracteristicas estruturais e as aplicacbes relatadas para estes materiais, com énfase ao
preparado das MOF com estruturas imidazolato zeoliticas de cobalto (ZIF-67) e as propriedades

que fazem da rede ZIF-67 um propenso material biomimético enzimatico.
3.1 REDES METALORGANICAS

Os trabalhos liderados pelo pesquisador Omar M. Yaghi publicados na década de
1990, sdo um marco no desenvolvimento de uma classe especifica de polimeros de
coordenacdo: as redes metalorganicas. O termo MOF o qual é um acrénimo da expressdao em
inglés Metal-Organic Framewok, foi introduzido na literatura em 1995 pelo grupo de Yaghi
quando este reportou a sintese de uma estrutura estendida, cristalina e porosa formada por uma
estrutura de coordenagdo envolvendo ions Cu(ll) e o ligante orgénico 4,4-bipiridina, como
representado na Figura 1 (YAGHI; L1, 1995).

Neste trabalho, os autores relataram que estes novos materiais, 0s quais Sao
constituidos de centros metalicos coordenados por moléculas organicas poderiam ser mais
versateis e funcionais que as tradicionais zedlitas e carvdes ativados, que até entdo constituiam-

se dos materiais porosos mais investigados (FEREY, 2008).

Figura 1 — Esquema representativo da sintese reportada no trabalho de Yaghi et al. (1995),
quando o termo Metal-Organic Framewok foi introduzido na literatura.

@
:r ¢ e®e ¢
NN eCer, €%
L o g%
Z "N N e®e
~ 1,3,5-triazina e.e
) ,*2,5H, + = >
Cu(NO;),*2,5H,0 N| o R
Z 1.140 °C, 24 h L
4.4"-bipiridina 238 :%1122; e®e®q0, o cu
(1,5 equiv) J. &) e®e®e® e.e 0
[ c_® C
e ° ““e @ON

Cu(4.4’-bipiridina); 5" NO;(H,0); 15

Fonte: adaptado de Yaghi (1995)
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De forma geral, os polimeros de coordenag&o sdo sistemas infinitos constituidos pelas
unidades primarias (ou bésicas) de construcdo. Estas unidades sdo constituidas por ions
metalicos e ligantes organicos que interagem por meio de liga¢fes de coordenacgdo, formando
assim redes 1D, 2D ou 3D, como apresentado na Figura 2 (ALMEIDA PAZ et al., 2012;
ROBIN; FROMM, 2006).

Nas MOF, os ligantes organicos sao conectados a partir de clusters de metal, oxigénio
e carbono. Estes aglomerados sdo chamados de Unidades de Construgdo Secundaria — SBUs
(do inglés SBUs = secondary building units — SBUs). A unido destas SBUs formam células
unitarias que se repetem formando uma rede 2D ou tridimensional 3D que da a caracteristica
de porosidade e cristalinidade ao material, diferindo-o dos demais polimeros de coordenacgao
ndo porosos ou amorfos (Figura 2) (AMARANTE et al., 2016).

Figura 2 — Esquema representativo da formag&o de polimeros de coordenacéo multidimensionais.
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Fonte: adaptado de Robin (2006)

A partir das publicacdes iniciais pelo grupo de Yaghi (LI, H., EDDAOUDI, M.,
O’KEEFFE, 1999; YAGHI; LI, 1995) houve o surgimento rapido de metodologias que levaram
a uma variedade de MOF, com diferentes composi¢des quanto ao metal e ao ligante orgénico,
e consequentemente diferentes conformagdes estruturais e morfologicas. Com a grande
variabilidade na constituicdo das MOF, fez-se surgir divergéncias na nomenclatura destes
compostos por parte da comunidade cientifica. Para evitar tais divergéncias e criar uma
nomenclatura padronizada, a IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry)
langou em 2009 um documento com o titulo “Coordination polymers and metal organic

frameworks: terminology and nomenclature guidelines”. Nele, a Instituicdo recomenda que
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sejam denominados como MOF “uma rede de coordenacdo com ligantes organicos contendo
cavidades potencialmente vazias” (BATTEN et al., 2012). Portanto, considera-se que MOF seja
uma subclasse de polimeros de coordenacdo cuja estrutura contenha espacgos vazios (poros).
Sendo assim, toda MOF também pode ser chamada de polimero de coordenagédo, mas nem todo
polimero de coordenacdo sera uma MOF.

Os esforcos de diversos grupos de pesquisa no campo das MOF nas Ultimas décadas,
demonstram que estes materiais apresentam propriedades como area superficial e porosidade
superiores quando comparadas com materiais porosos tradicionais, como as zedlitas (Quadro
1) (BLAY et al., 2018). Além disso, diferentemente das zeolitas, a dimensionalidade dos poros
nas MOF pode ser ajustada a partir da escolha adequada dos ligantes, o que pode levar a sintese
de materiais capazes de cobrir a lacuna de dimensdo de poros existente entre zedlitas
microporosas (0,3 nm a 2,0 nm) e silicas mesoporosas (10 nm) (JIAO et al., 2019). Outra
caracteristica relevante das MOF é a possibilidade de gerar estruturas com funcionalidades
especificas, selecionando metais e ligantes com propriedades desejadas ou ainda funcionalizar

estas estruturas incorporando moléculas reativas na rede (KUMAR et al., 2016).

Quadro 1 — Comparacao entre algumas propriedades de MOF e zedlitas.

Propriedades MOF ZEOLITAS

Estabilidade Térmica Abaixo de 300 °C Acima de 450 °C

Estabilidade Quimica Limitada especialmente em H,O |Estavel em solventes organicos,

acidos, agentes oxidantes e redutores

Avrea de superficie (BET) Entre 1.000 e 10.000 m? g* Entre 200 e 500 m? g*

Volume de poros Em torno de 1 cm?® g Entre 0,1 e 0,5 cm?® g

Densidade de sitios de metal  |Alta Baixa

Sitios acidos de Lewis fons metalicos acessiveis fons metalicos acessiveis

Sitios &cidos de Bragnsted Introduzivel por meio do ligante  |Grupos hidroxila em ponte

Basicidade Introduzivel por meio do ligante |Atomos de oxigénio da estrutura

Ambiente dos sitios ativos Mais hidrofébico (depende do Mais hidrofilico (podendo tornar-se
ligante) hidrofdbico)

Recursos adicionais Possibilidade de funcionalizagdo |-

Reativacao Procedimentos de lavagem Tratamento térmico

Fonte: adaptado de Blay et al. (2018)

As MOF podem ser projetadas, por exemplo, para funcionarem como sensores

quimicos nos quais o sistema de deteccdo é simplificado, atribuido a capacidade de
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luminescéncia dos precursores ou ainda resultante das interagdes de moléculas incorporadas na
estrutura da MOF com substratos de interesse (KUMAR et al., 2016).

Nesse sentido, a MOF de cadmio Cd(NDC)os(PCA), constituida pelos ligantes
luminescentes, acido 2,6-naftalenodicarboxilico (NDC) e acido 4-piridinocarboxilico (PCA) foi
sintetizada e utilizada para a detec¢do de compostos nitrados em agua. Esses compostos, como
por exemplo o 246-trinitrotolueno (TNT), o 24-dinitrotolueno (2,4-DNT) e o
2,4,6-trinitrofenol (TNP) sdo comumente empregados na fabricacdo de explosivos industriais,
sendo que a deteccdo dos mesmos € crucial para rastrear explosivos enterrados no solo ou em
aguas subterraneas (NAGARKAR et al., 2013). A deteccéo seletiva do composto TNP em agua
pela MOF Cd(NDC)os(PCA) luminescente baseou-se na perda de luminescéncia da mesma

devido as interacdes da hidroxila do TNP com o grupo fluor6foro da MOF (Figura 3).

Figura 3 — Representacdo da atividade da MOF Cd(NDC)o,s(PCA) como detector luminescente
de TNP em &gua.
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Fonte: adaptado de Nagarkar et al. (2013)

Além da luminescéncia, o fotocromismo de ligantes, como por exemplo, o
1,4,5,8-naftalenodiimida (H4BINDI) também foi explorado no desenvolvimento de MOF
fotocromicas. MOF formadas pelo ligante HsBINDI e metais alcalino terrosos como o
magnésio (Mg), o estroncio (Sr) e o célcio (Ca) foram expostas a radiacdo solar por 1 min e

apresentaram fotocromismo. Diferentemente do ligante isolado que retornou a sua coloragéo
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inicial 2 h ap0ds a exposicéo solar, a coloragdo das MOF persistiu por 24 h (Figura 4) (GARALI,
MALLICK; BANERJEE, 2016). Garai et al. (2016) entdo empregaram as MOF fotocrémicas
sintetizadas em um sistema de impressao em papel, sem tinta e auto apagavel, demonstrando

viabilidade pratica de aplicacao.

Figura 4 — Representacdo esquemaética da sintese de MOF fotocrdmicas e da coloracdo dos
cristais antes da irradiacdo solar, com 1 min de irradiacdo solar e apos 24 h.
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Fonte: adaptado de Garai et al. (2016)

Outra estratégia que tem sido reportada é a modificacdo dos ligantes tradicionalmente
empregados na obtencdo de MOF, buscando assim aplicacBes especificas. Nesse sentido, o
grupo de Zhang et al. (2014) reportou 0 emprego do ligante 2-amino-1,4-benzenodicarboxilico
(NH2-BDC) que em coordenacdo com ions de Zr(IV) leva a formacdo da MOF UiO-66-NHo.
As interacdes entre o grupo amino incorporado na MOF e as ligacfes de hidrogénio da fita
simples de DNA (ssDNA) viabilizaram a mesma como detector fluorescente de DNA (Figura
5) (ZHANG et al., 2014).



25

Figura 5 — Representacdo esquematica da aplicacdo da MOF UI0O-66-NH2 como sensor na
deteccdo de DNA.

UI0-66-NH, ssDNA

Grupo Fluoréforo

Fonte: adaptado de Zhang et al. (2014)

MOF também tém demonstrado eficiéncia como materiais adsorventes, tendo em vista
sua natureza porosa e de elevada area superficial. Um exemplo bastante notavel foi o protétipo
desenvolvido por Kim et al. (2017) em que a MOF-801, constituida por ions zirconio (Zr) em
coordenacdo com o acido fumarico, foi empregada para adsorver &gua em um ambiente de baixa
umidade. No experimento os autores implantaram no deserto de Kempe, localizado no estado
do Arizona, nos EUA, em que a umidade relativa do ar € de apenas 20%, um mecanismo
contendo a MOF-801. Durante a noite as moléculas de agua foram adsorvidas pela MOF, sendo
dessorvidas durante o dia pelo calor gerado pelo sol na forma de vapor que foi entdo condensado
e coletado, gerando cerca de 2,8 L de agua por quilograma de MOF por dia (KIM et al., 2017).
Mesmo que em pequena escala, o trabalho demonstra que a adsor¢do de moléculas de gua em
materiais porosos como as MOF pode ser uma solucdo promissora frente aos atuais geradores
de a&gua atmosférica que consomem consideravel energia para condensacdo do vapor
(ARROYOQOS et al., 2018).

Outro exemplo da aplicacdo das MOF na busca por solugdes relacionadas ao consumo
de energia, € o projeto Caddy EcoFuel, desenvolvido pela Volkswagen em parceria com a
BASF e o grupo de pesquisa do professor Omar Yaghi. Utilizando-se das propriedades ja
conhecidas pelo grupo de adsor¢do de metano pela MOF HKUST-1 (comercializada pela BASF
como Basolite C300) (EDDAOQUDI et al., 2002), o projeto consistiu no desenvolvimento de
um carro cujos tanques foram abastecidos com gas metano (comercialmente gas natural)

adsorvido na Basolite C300. O teste feito em 2007, demonstrou autonomia de 32000 Km
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(ARROYOS et al., 2018) sendo que a MOF ainda pode ser modificada visando ampliar sua
capacidade de adsorcéo.

Outra aplicacdo bastante difundida para as MOF é o seu uso como catalisadores. As
MOF possuem uma propriedade bastante interessante quanto a catalise, uma vez que 0s sitios
cataliticos estdo relacionados aos complexos de metais de transi¢do sollveis semelhantes a
catalisadores homogéneos. Entretanto sdo insolGveis em uma variedade de solventes e,
portanto, heterogéneos com estrutura ordenada, sitios ativos dispersos em toda a estrutura e
com poros e canais que facilitam a acessibilidade de substratos aos locais ativos do catalisador
(JIAO et al., 2019). De maneira geral, os sitios ativos nas MOF podem estar presentes em trés
locais distintos da rede como representado na Figura 6. Nos clusters metalicos, nos ligantes
onde ha incorporacdo de grupos funcionais cataliticamente ativos ou ainda nos poros, onde
podem ser imobilizados complexos ativos ou particulas metalicas (DHAKSHINAMOORTHY;
ASIRI; GARCIA, 2016; KANG et al., 2019).

Figura 6 — Esquema ilustrativo de uma estrutura de MOF com destaque para os locais de sitios
cataliticos ativos.

Clusters de metais
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x.?
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Fonte: adaptado de Kang et al. (2019)

Uma grande variedade de rea¢des organicas fora demonstrada como sendo passiveis
de serem catalisadas por MOF. Entretanto, para algumas dessas reacdes catalisadores mais
simples e com valores de compra ou producdo menores, sdo tdo eficientes quanto as MOF
propostas. Por outro lado, ha relatos de reacGes catalisadas por MOF que fornecem solucdes
reais para necessidades ainda ndo atendidas (PASCANU et al., 2019). Por exemplo, a MOF

CPF-5 constituida pelo ligante tetrazolato benzdico (TZBA) em coordenacdo com o metal
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manganés, cuja estrutura contém sitios de Mn(ll) livres foi reportada como um catalisador
heterogéneo eficiente na reacdo de aminacdo de ligagcbes C-H (WANG et al., 2018a). Um
precursor de nitreno foi tratado em solugdo de acetonitrila com tetraidrofurano (THF) como
substrato, gerando 85% de conversdo para o produto N-(tetrahidro-2-furanil)-4-
toluenossulfonamida em 30 min de reacdo em temperatura ambiente (Figura 7). Além da
importancia da metodologia que prop0e a sintese de sulfonamidas via ativacéo de ligacdo C-H,
o trabalho demonstrou que o catalisador CPF-5 exibiu nimero de turnover (TON) e frequéncia
de turnover (TOF) de 10° e 10* h'? respectivamente. O excelente desempenho do catalisador, é
atribuido ao fato de que o sitio ativo esta embutido em uma estrutura de estado sélido robusta,
evitando sua auto desativacdo como estdo propensos os complexos metélicos em solugdo,

costumeiramente utilizados como catalisadores destas reacdes (PASCANU et al., 2019).

Figura 7 — Representacdo da reacdo de aminacgéo de ligagdes C-H promovida pela MOF CPF-5
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Fonte: adaptado de Wang et al. (2018a)

Ainda como catalisadores heterogéneos, materiais MOF podem atender os requisitos
desejados para catélise de reacfes de conversdo de biomassa; um grande reservatorio renovavel
de carbono. Gracas a possibilidade de funcionalizar as estruturas das MOF incorporando
moléculas ativas, reacdes em cascata como as que ocorrem nos processos de refino da biomassa
podem ser alcancadas. A MOF MIL-101(Cr), no qual o ligante benzeno-1,4-dicarboxilato foi
funcionalizada com o grupo acido sulfénico (-SOsH) e empregado como um catalisador
bifuncional na reacéo de converséo da glicose em 5-(hidroximetil)furfural (5-HMF) (Figura 8).
A MIL-101(Cr) foi reportada com a capacidade de tanto promover a isomerizacdo da glicose
em frutose por meio dos sitios acidos de Lewis originados no metal Cr3*; quanto promover a

desidratacdo da frutose ao 5-HMF pela ac¢do dos grupos —SOsH, os quais atuam como acidos
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de Bregnsted. Apesar da taxa de conversdo ter sido menor que as alcangadas com outros
catalisadores, a seletividade foi superior em 80% (ISAEVA; NEFEDOV; KUSTOV, 2018).

Figura 8 — Representacdo da reacdo de transformacdo da glicose em HMF promovida pelo
catalisador MOF MIL-101-SOs3 (Cr).
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Fonte: adaptado de Islaeva et al. (2018)

Os exemplos citados, demonstram a versatilidade que os materiais MOF apresentam
em termos de aplicacdo e justificam o crescente nimero de trabalhos sobre o tema. Uma
pesquisa na base de dados Web of Science, uma das principais plataformas de dados cientificos
utilizando as palavras Metal Organic Framework (Figura 9) como entrada de busca, demonstra
um expressivo numero de publicacdes especialmente a partir do ano 2000, atingindo em 2020
a marca de 12.000 publicacGes por ano.
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Figura 9 — Evolugdo do nimero de publicagdes retornadas pela plataforma Web of Science em
21 de agosto de 2021, utilizando como palavra-chave o termo Metal Organic Framework, sem
a aplicacéo de filtros.

12000 -
11000 ]
10000 §
9000 i
8000 i
7000 ]
6000 N
5000 N
4000 N
3000 N

Numero de Publicagbes

2000 —
1000 —

045 i T Y T ==
1990 1995 2000 2005 2010 2015 2020
Ano

Fonte: Plataforma Web of Science (2021)

Além da versatilidade de aplicacdes das MOF, outro fator que tem fomentado a
investigacdo destes materiais € a relativa simplicidade sintética se comparados a obtencdo de
outros materiais com propriedades semelhantes (FARHA; HUPP, 2010). A formacéo de MOF
ocorre basicamente pela mistura dos precursores (metais e ligantes) em determinadas condicdes
reacionais. No entanto, o sucesso da preparacdo de materiais MOF depende da combinagéo de
parametros quimicos e termodinamicos que sejam favoraveis a formacao de estruturas estaveis
(DING; CAl, 2019). A instabilidade estrutural dos produtos MOF é um dos principais fatores
que tem limitado sua aplicacdo em diversas areas ja que uma ampla gama de MOF sdo
reportadas como instaveis, especialmente em solucgdes aquosas (YUAN et al., 2018).

Alguns aspectos que tangem o projeto das MOF apontam estratégias para superar 0
obstaculo da instabilidade. Entre estes aspectos, provou-se que ions de metal de baixa valéncia
como Zn?*, Co?*, Ni?*, Fe?* e Ag* coordenados a ligantes contendo nitrogénio como doador de
elétrons podem construir redes com maior estabilidade quimica, ou seja, capazes de manter sua
integridade estrutural quando expostas a solventes, a acidos ou a ambientes alcalinos e aquosos
(YUAN et al., 2018). A estabilidade estrutural destas redes provém das fortes ligaces de
coordenacao entre os precursores (metais e ligantes) e também do alto pKa dos ligantes (DING;
CAl, 2019). De maneira geral, ligantes que tem o nitrogénio como atomo doador de elétrons,
como os ligantes derivados de heterociclos nitrogenados imidazol e pirazol possuem valores de

pKamaiores que ligantes derivados de &cidos carboxilicos (Figura 10), sendo que quanto maior
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0 pKa do ligante doador de elétrons, mais estavel seré a rede em condigdes Umidas. Tal fato,
pode explicar a estabilidade quimica das MOF imidazolato zeoliticas em ambientes alcalinos e
aquosos (XU etal., 2011); o que torna este grupo de MOF um dos mais difundidos em pesquisas

cientificas.

Figura 10 — Ligantes comumente empregados na obtencdo de MOF
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Fonte: adaptado de Ding et al. (2019)

3.2 REDES METALORGANICAS IMIDAZOLATO ZEOLITICAS - ZIF

As MOF formadas por ions de metais de transicdo tetra-coordenados com ligantes
imidazolato sdo chamadas de redes imidazolato zeoliticas ou simplesmente pelo acrénimo ZIF
(do inglés Zeolitic Imidazolate Frameworks). Tal denominacdo provém do fato de que nestas
redes o angulo de ligacdo metal-nitrogénio-metal é de 145° (Figura 11 a); analogo ao angulo de
ligacdo Si-O-Si (Figura 11 b) observado em ze¢litas tetraédricas (PHAN et al., 2010).

Figura 11 — Representacdo dos angulos de ligacdo entre o metal cobalto e os dtomos de
nitrogénio presentes no ligante imidazol na ZIF-64 (a) e o angulo tipico observado entre 0s
atomos de silicio e o oxigénio em zedlitas (b).
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Fonte: adaptado de Phan (2010)
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As redes ZIF sdo uma subfamilia de MOF, sendo que os primeiros trabalhos que
reportaram estas estruturas surgiram na literatura em 2006 (HUANG et al., 2006; PARK et al.,
2006). Huang et al. (2006) observaram as primeiras semelhancas estruturais das ZIF com as
zedlitas. Ja os trabalhos de Park e colaboradores revelaram estratégias sintéticas eficientes para
obtencdo de estruturas ZIF comparaveis a estruturas cristalinas das zeolitas.

A estrutura das zeolitas é baseada nas unidades basicas de SiO4, 0s quais apresentam
um arranjo tetraédrico. A combinacdo de 24 unidades tetraédricas resulta em um octaedro que
pode ser chamado como cavidade sodalita ou unidade secundéaria de construcédo, cujo arranjo
destas unidades origina estruturas cristalinas diversas (Figura 12), que também sdo
denominadas como topologias de rede (PAYRA; DUTTA, 2004). Cada topologia observada
em estruturas de zeolitas recebe um acrénimo de trés letras maidsculas, por exemplo SOD e
RHO que geralmente é derivado do nome do material em que a estrutura foi observada e é
atribuido por uma comissdo na IUPAC responsavel pela nomenclatura das zedlitas
(MCCUSKER; OLSON; BAERLOCHER, 2007).

Figura 12 — Representacdo da formacdo de estruturas cristalinas em zedlitas.
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As redes ZIF, tém como precursores fons dos metais Co%* e Zn?*, ambos metais de
transicdo que coordenam-se ao atomo de nitrogénio do ligante imidazol. Cada ion metéalico €
ligado a 4 atomos de nitrogénio de moléeculas distintas do ligante, que devido a geometria
preferencialmente tetraédrica desses metais, originam clusters tetraédricos. Estes aglomerados
correspondem as unidades bésicas de construcdo da estrutura das redes ZIF, assim como ocorre

na formacdo das estruturas de zedlitas (PHAN et al., 2010). Como existem diversas
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possibilidades de combinagdo entre os fons Co?" e Zn?* com ligantes de imidazol, uma
variedade de estruturas ZIF podem ser geradas da combinagéo destes precursores. No Quadro
2 sdo apresentados as ZIF resultantes das diferentes combinacdes entre os fons Co%* e Zn®* e

ligantes derivados do imidazol.

Quadro 2 — Exemplos de redes ZIF, precursores, estrutura, denominagdo, caracteristicas e
principais aplicagdes. A esfera amarela representa o volume do poro da rede.

Principais

— Ref.
aplicacdes

ZIF  Metal Ligante Estrutura Caracteristicas

@Topologia da rede: SOD  Adsorcéo e separagdo (ZOU; LIU;
*Tamanho de poro: 11,6 A e gases e moléculas  ZHANG, 2018)
, Organicas; catalise;

eletrodos para baterias;

H
N
ZIF-8 zn? [N/>—

2-metilimidazol

H
N
ZIF-67 Co* [N/>—

2-metilimidazol

Area superficial: 1600 m2g-

2Topologia da rede: SOD  Adsorcao e separagdo (ZHONG; LIU;
*Tamanho de poro: 11,6 A e gases e moléculas  ZHANG, 2018)
, organicas; eletrodos;

supercapacitores;
catalise e eletrocatalise;

Area superficial: 1500 m2g-

H m 2Topologia da rede: SOD  Adsorgdo e separagdo (XIAO; LIU,

> . _}?1 bTamanho de poro: 4,31 A de gases e moleculas 2019)
ZIF-7 Zn% N/> e f}h} cArea superficial: - organicas; catalise;

.

benzimidazol * ’d Y

@Topologia da rede: RHO  Separacgéo de gases.  (MORRISetal,,

Lhlrdod
, N> i gan bTamanho de poro: 14,9 A 2012)
+ P

ZIF-11 Zn N/ Area superficial: 1676 m?g?

benzimidazol

H @Topologia da rede: RHO  Separagdo de gases;  (ZENG; CHEN;
ZIE-12  Co?* /> bTamanho de poro: 14,9 A alta seletividade na CAO, 2019)
) 0 N cArea superficial: - separacao de Rn do ar.
benzimidazol

aAtribuida segundo as estruturas cristalinas de zedlitos. "Didmetro da maior esfera que cabera nos poros sem
entrar em contato com a rede. °Dado néo disponivel na literatura consultada.
Fonte: adaptado de Morris (2012); Phan (2010); Zeng (2019); Zhong (2018); Zou (2018) e Xiao (2019).

Os ligantes de imidazol possuem estruturas variadas, fato que torna as redes ZIF
distintas tanto em topologia como em porosidade. Por exemplo, a alteracdo do ligante nas
estruturas ZIF-7 (Zn-benzimidazol) e ZIF-8 (Zn-metilimidazol) ndo provoca alteragdo na
topologia estrutural das redes; ambas sdo do tipo SOD. Entretanto afeta o didmetro interno dos
poros de 4,31 A (ZIF-7) para 11,60 A (ZIF-8) com diametro de acesso aos poros de 2,9 A
(ZIF-7) e 3,4 A (ZIF-8) (PARK et al., 2006). Por conseguinte, o desempenho destas redes
quando aplicadas como membranas na separacao de gases € distinta. A ZIF-7 foi demonstrada

como uma membrana eficiente na separagéo de Hx de sistemas Hz2/CO2, H2/N2 e H2/CH4 devido
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ao didmetro da molécula de Hz (2,9 A) ser compativel com o didmetro de acesso aos poros da
ZIF. Ja a ZIF-8, com maior didmetro de acesso aos poros, demonstrou um alto fator de
separacdo de Hz em sistemas com moléculas mais volumosas (H2/CH4) e misturas de
hidrocarbonetos como sistemas etano/propano, etileno/propileno e etileno/propano (CHEN et
al., 2014).

Além da troca de precursores, as condi¢des reacionais também podem interferir na
topologia das redes ZIF. A ZIF-7 e a ZIF-11 sdo materiais quimicamente idénticos, ou seja,
formados por ions de zinco coordenados ao benzimidazol conforme mostrado no Quadro 2.
Entretanto, possuem topologias de rede distintas que podem ser alcangadas simplesmente pela
alteracdo do solvente durante o processo sintético. Quando o N,N-dimentilformamida (DMF) é
usado como solvente, a rede com topologia SOD (ZIF-7) é formada. Porém, quando o
N,N-dietilfformamida (DEF) € utilizado como solvente a rede ZIF-11 com topologia RHO é
obtida (MORRIS et al., 2012). As diferentes topologias e consequentemente os diferentes
diametros de poros internos das redes, implica, por exemplo, em diferentes comportamentos
destas quando aplicadas na adsorcéo de CO». Enquanto a ZIF-7 com diametro de poros internos
menores demonstra uma maior adsorcdo de CO2em baixas pressdes, a ZIF-11 desempenha uma
maior adsorgdo em altas pressoes.

Independente do ligante ou do metal empregado, e da topologia de rede, as ZIF
possuem como caracteristicas comuns a forte coordenacdo entre o ion metélico e o nitrogénio
dos ligantes derivados do imidazol, conferindo a estas redes uma maior estabilidade estrutural
guando comparadas a outras MOF. Porém, a alteracdo de um dos precursores ou a simples
alteracdo de pardmetros sintéticos, afeta significativamente as caracteristicas da rede; fato que
leva a existéncia de uma grande diversidade de produtos ZIF com as mais diversas

caracteristicas e aplicacdes.

3.2.1 Redes metalorganicas ZIF-67

Entre as diversas MOF denominadas como ZIF, encontra-se a ZIF-67. Como ocorre
tradicionalmente em MOF o numero inteiro ap6és o nome do material, neste caso “67”
representa a ordem cronoldgica da descoberta (ARROYOS et al., 2018).

Sintetizada pela primeira vez em 2008 juntamente com uma serie de outras redes ZIF,
a ZIF-67 ¢ constituida por fons Co?* coordenados a 4 atomos de nitrogénio de moléculas do
ligante 2-metilimidazol (BANERJEE, 2008). As ligac¢oes de coordenacéo total ou parcial dos 2

atomos de nitrogénio da molécula do ligante com o ion metalico, pode originar estruturas com
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dimensionalidades distintas, dependendo das condi¢Oes reacionais empregadas durante a
sintese. A Figura 13 ilustra a forma de interacdo entre o metal e os &tomos de nitrogénio do

ligante na construcao de redes 2D ou 3D.

Figura 13 — llustracdo esquematica da formacéo de estruturas de ZIF-67 2D e 3D, demonstrando
a forma de interacdo entre os precursores na terceira direcdo de crescimento da rede.
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Fonte: adaptado de Chang (2020) e Feng (2021)

Quando a rede ZIF-67 é formada em arranjo 3D, os dois nitrogénios da molécula de
2-metilimidazol estdo coordenados a ions cobalto, sendo que cada ion estabelece 4 ligacdes de
coordenacao com o nitrogénio (Figura 13 superior). A cristalizacdo ocorre, portanto, de forma
anisotropica. Ja, em redes ZIF-67 2D pelo menos um atomo de nitrogénio da molécula de 2-
metilimidazol ndo esta coordenado ao ion metalico; mas formando ligagdes de hidrogénio com
outra molécula de 2-metilimidazol (Figura 13 inferior). Assim, lamelas de redes ZIF 2D sdo
formadas, sendo que o crescimento do cristal ocorre pelo empilhamento dessas lamelas que sdo
mantidas pelas ligacOes de hidrogénio entre as moléculas do ligante (FENG; WANG; YAO,
2021).

Mesmo possuindo constituicdo quimica idéntica, com os ions Co?* tetracoordenados
ao ligante 2-metilimidazol, as redes ZIF-67 2D ou 3D divergem em caracteristicas fisicas,
texturais e morfologicas. A cristalizagdo nas redes ZIF-67 tridimensionais ocorre em todas as
direcbes formando cristais com simetria cuibica, com parametros de cela unitdria a=b =c =
16.9589 A (ZHONG; LIU; ZHANG, 2018) e topologia de rede SOD (BANERJEE, 2008). Em
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termos de morfologia, geralmente observa-se a formacdo de dodecaedros rombicos, ou seja,
poliedros convexos de 12 faces com tamanhos que vao da escala nano a micro.

De forma adversa, o sistema de cristalizacdo em redes ZIF-67 2D é diverso e pouco
discutido na literatura. Os maiores esforcos sdo concentrados na investigacdo de ZIF-67 2D
com morfologia de folhas ultrafinas, também chamada de ZIF-L com pouca mencao a outros
formatos de ZIF-67 2D (WANG et al., 2021). O sistema de cristalizacdo de ZIF-L é do tipo
ortorrdmbico, grupo espacial Cmce, com parametros de cela unitariaa = 24,1191 A, b = 17,0604
Aec=19,7398 A (CHEN etal., 2013).

As redes ZIF-67 2D ou 3D também diferem em caracteristicas texturais como area de
superficie e porosidade. A ZIF-67 2D possui elevada area de superficie especifica (BET) que
pode chegar a 1888 m? g* (ZHOU et al., 2017) com tamanho de microporos bem ajustados de
11,6 A. Devido a maior densidade de 4tomos de metal por unidade de volume do material
(CHEN et al., 2013), as redes ZIF-67 2D possuem menor area de superficie (em torno de 100
m? g1), cuja faixa de distribuicdo de tamanho de poros oscila entre micro e mesoporos.

Devido as distintas caracteristicas que levam a diferentes propriedades, redes ZIF-67
2D e 3D tém sido investigadas para multiplas aplicacdes. A secdo 3.2.3 deste trabalho, descreve
alguns estudos em que diferentes conformacdes estruturais e morfolégicas dos materiais ZIF-
67 afetam o desempenho de aplicacdo destas redes.

3.2.2 Metodologias sintéticas para obtencdo da ZIF-67

Desde a publicacdo dos trabalhos pioneiros na sintese de ZIF por Park et al. (2006) em
2006 (PARK et al., 2006), diferentes metodologias foram reportadas para a sintese da ZIF-67.
Neste trabalho, nos limitaremos a revisao de alguns trabalhos em que as ZIF-67 sdo obtidas em
meio reacional liquido, a temperatura ambiente e sem 0 emprego de equipamentos especificos.

As ZIF-67 podem ser facilmente preparadas a temperatura ambiente, empregando
como solvente agua, solventes organicos ou uma mistura agua-solvente organico. Embora haja
pequenas variacbes nas procedimentos experimentais reportadas até entdo, em geral o
procedimento inicia com a solubilizagdo da fonte de fons Co?* e a solubilizagdo do
2-metilimidazol em recipientes separados (PARK et al., 2016%). A solugdo contendo os ions de
Co?* é adicionada a solugdo contendo o ligante, seguida da agitacio por alguns minutos. Apos,
a mistura € mantida sob repouso para a nucleacao e formacao das estruturas cristalinas. Quanto
a separacdo da ZIF do meio reacional, € comumente empregada a centrifugacao para separar 0

solido formado, o qual é subsequentemente “lavado” com o mesmo solvente utilizado na
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sintese, empregando as etapas de dispersdo—centrifugacdo—dispersao, finalizando com a etapa
de secagem (Figura 14).

Figura 14 — Representacao esquematica do procedimento sintético de redes ZIF 2D e 3D.
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Fonte: adaptado de Sun et al. (2020)

A dimensionalidade e a morfologia da rede ZIF-67 podem ser controladas a partir do
ajuste das condicGes reacionais. A rede ZIF-67 3D é formada quando o ambiente reacional
favorece a dissociacdo do hidrogénio da amina do 2-metilimidazol e também é capaz de
controlar a difusdo dos precursores em solucdo. Em contra partida, a obtencdo da rede ZIF-67
2D necessita de uma condicdo sintética capaz de suprimir uma das direcGes de crescimento da
rede (FENG; WANG; YAO, 2021).

Nesse sentido, Qian et al. (2012) prepararam a rede ZIF-67 3D em solugéo aquosa com
a adicdo de 2-metilimidazol em excesso. A proporcao molar utilizada de nitrato de cobalto:2-
metilimidazol:agua foi de 1:58:1100 (QIAN; SUN; QIN, 2012). Os autores nao reportaram
rendimento percentual massico da sintese, porém obtiveram dodecaedros rémbicos
caracteristicos da rede ZIF-67 3D devido a alta concentragdo do ligante disponivel para a
nucleagdo com o ion cobalto, favorecendo o crescimento anisotropico da rede. Entretanto, a
metodologia adotada desperdi¢a uma quantidade significativa de reagentes, o que ndo a tornaria

viavel em termos econdmicos.
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J4, o grupo de Yao utilizou os precursores ZIF-67 em propor¢do molar estequiométrica
(razdo sal:ligante de 1:2) em solugdo aquosa. O trabalho reportou a incorporagdo ao meio
reacional de hidréxido de amdnio como agente de desprotonacdo do ligante, bem como a
utilizacdo de um surfactante ndo i6nico (Pluronic P123) capaz de controlar a taxa de
cristalizagdo da rede 3D. Sem a presenca do surfactante, uma estrutura cristalina densa,
diferente da topologia SOD tipica de ZIF-67 3D foi obtida devido a répida cristalizacdo dos
precursores ZIF-67 em solucéo alcalina (YAO et al., 2013). Apesar do rendimento percentual
massico da sintese em relacdo ao cobalto ter sido razoavel (66,1%), foi necessaria a utilizacéo
de outros reagentes além dos precursores; fato que poderia inviabilizar a sintese na auséncia
destes.

No entanto, a introducdo de surfactantes no meio reacional também foi explorada na
sintese de ZIF-67 2D. Wang et. Al. (2018) utilizaram o surfactante anfifilico rigido bolaform
na obtencgéo de ZIF-67 2D com morfologia de folhas ultrafinas (WANG et al., 2018b). Neste
caso, o crescimento da rede 3D foi suprimido pelo arranjo lamelar do surfactante que agiu como
um modelo de forma de cristalizacdo da rede, resultando na estrutura 2D da rede ZIF-67.

Tem-se, portanto, que as estratégias sintéticas visando o controle estrutural e
morfolégico das redes, ajustando a concentracdo de precursores ou incorporando agentes
moduladores ao meio reacional, foram bem-sucedidas para a sintese da ZIF-67. Entretanto,
métodos sintéticos simplificados sdo sempre requeridos. Nesse contexto, a simples modificacdo
do solvente do meio reacional pode levar a redes ZIF-67 multidimensionais com morfologias
variadas.

Li et al. (2017) estudaram a transformacéo de fase mediada unicamente por solventes
de ZIF-67 3D com morfologia de dodecaedros rdmbicos a ZIF-67 2D com morfologia de
nanofolhas (LI et al., 2017a). No trabalho, os autores utilizaram os precursores ZIF-67 numa
razdo molar sal:ligante de 1:6, sendo variada a razdo metanol:4gua e mantendo fixo o volume
total de solvente. Em solugcdo puramente metandlica, dodecaedros rombicos caracteristicos de
ZIF-67 3D foram obtidos, enquanto a adicéo de diferentes proporcoes de agua levou a formacéo
de redes ZIF-67 com diferentes conformacdes estruturais e morfolégicas. Quando &gua pura foi
utilizada como solvente, a rede ZIF-67 2D foi obtida. O trabalho retrata os efeitos das
propriedades do solvente sobre o processo de cristalizacdo da rede ZIF-67. Em solventes
organicos como o metanol, a constante de dissociacdo do hidrogénio da amina de 2-
metilimidazol é maior do que em solugfes aquosas. Além disso, se comparado com a agua o
metanol possui menor constante dielétrica e menor viscosidade; o que facilita a difusdo de ions

no meio reacional e fomenta o crescimento da rede em todas as dire¢fes (YANG et al., 2019).
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Em contrapartida, em solug¢fes aquosas a taxa de difusdo de ions é menor e o0 nitrogénio da
amina de 2-metilimidazol tende a formar ligacdes de hidrogénio com a agua, induzindo a
formacdo de ligacbes de hidrogénio com outra molécula de 2-metilimidazol; como
consequéncia o crescimento anisotropico da rede é suprimido, originando estruturas lamelares
de ZIF-67.

Além de um método simples e eficaz para sintetizar estruturas 2D e 3D, a sintese de
redes cristalinas de ZIF-67 orientadas por solventes pode originar estruturas com morfologias
e consequentemente propriedades distintas dos tradicionais dodecaedros rombicos de ZIF-67
3D e das nanofolhas 2D. Nesse sentido, utilizando as propriedades da agua como solvente capaz
de promover a formacéo de estruturas ZIF-67 2D, Wei et al. (2018) e também o grupo de Sun
obtiveram redes ZIF-67 2D com morfologia de microplacas; um tipo de conformacdo
morfologica de ZIF-67 raramente observada (SUN et al., 2020; WEI et al., 2018a). Em ambos
os trabalhos a proporcdo molar dos precursores metal:ligante foi mantida em 1:4. Entretanto,
Sun e colaboradores utilizaram o dobro de volume de solvente (60 mL) obtendo amostras com
tamanhos mais uniformes. Embora os autores de nenhum dos trabalhos tenham reportado
rendimento massico do procedimento sintético, apenas um pequeno excesso de ligante (2 mols)
foi utilizado na sintese.

Portanto, o trabalho reportado pelo grupo de Sun nos remete a possibilidade de
sintetizar redes ZIF-67 com distintas conformagdes estruturais e morfologias incomuns
alcancadas pela simples alteracdo da natureza do solvente utilizado na reacdo. Além disso, o
procedimento ndo necessita de nenhum reagente diferente dos precursores ZIF-67, nem mesmo
de excessos consideraveis de precursores. Ainda, ndo consome energia, uma vez que a sintese
é conduzida em temperatura ambiente sem necessidade de equipamento especifico e, portanto,

viavel em termos econdmicos e de preservacdo do meio ambiente.

3.2.3 Efeito da dimensionalidade e da morfologia das ZIF-67 em algumas aplicac6es

Embora a rede ZIF-67 3D com morfologia de dodecaedros rémbicos tenha
demonstrado eficiéncia para uma vasta gama de aplicac@es, materiais 2D de maneira geral tem
recebido muita atencdo desde o isolamento do grafeno do grafite em 2004 (MOTEVALLI et
al., 2017). Devido aos recursos benéficos dos materiais 2D como grande area de superficie
externa, menor resisténcia a difusdo e maior exposicao dos locais ativos, a rede ZIF-67 2D tem
demonstrado desempenho superior a rede 3D em algumas aplicagbes (FENG; WANG; YAO,
2021).
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A capacidade de adsorcéo do cation As®** em aguas pela ZIF-67 2D, com morfologia
de nanofolhas, foi investigada pelo grupo de Zhao et al. (2020). O grupo comparou 0
desempenho desta com a ZIF-67 3D com morfologia de poliedros. A rede 2D teve um
desempenho de adsorcio de As®* de 516 mg g* além de alta estabilidade em solucio alcalina,
enquanto a rede ZIF-67 3D teve um desempenho de adsorcdo de As®** de 343 mg gt. O
desempenho superior foi atribuido aos sitios de cobalto mais expostos da rede 2D (ZHAO et
al., 2020).

As redes ZIF-67 sintetizadas por Wei et. al. (2018) foram utilizadas como precursores
de Co304, obtidos pela decomposicéo térmica a 400 °C. Estes materiais derivados da ZIF-67,
com preservagdo de estruturas 2D foram aplicados como eletrocatalisadores em reacOes de
evolucdo de oxigénio (OER). Comparativamente com os derivados das outras redes ZIF-67 2D
com morfologia de microplacas e particulas irregulares, o derivado de ZIF-67 com morfologia
de folhas ultrafinas, demonstrou maior eficiéncia devido a espessura das nanofolhas que
facilitam a transferéncia de carga, além da superficie rica em Co?" e de vacancias de oxigénio
observados nas estruturas do derivado de ZIF-67 2D com morfologia de folhas ultrafinas (WEI
et al., 2018b).

Uma grande parte das redes ZIF-67 2D reportadas na literatura sdo sintetizadas por
meio de protocolos que tendem a formar a rede com morfologia de folhas ultrafinas. Poucos
trabalhos reportam a aplicagdo de ZIF-67 2D com outras morfologias (FENG; WANG; YAO,
2021). Um dos poucos casos € o trabalho de Sun et. al. (2020). Os autores aplicaram as redes
ZIF-67 2D sintetizadas com morfologia de microplacas e nanofolhas, comparando seu
desempenho com a ZIF-67 3D como materiais de suporte para carregar nanoparticulas de prata
para deteccdo eletroquimica. As redes ZIF-67 sem tratamento adicional, carregadas com
particulas de prata foram utilizadas como eletrocatalisadores na reacédo de reducao de H20,. O
melhor desempenho eletrocatalitico foi promovido pelo eletrocatalisador em que as particulas
de prata estavam ancoradas nas microplacas ZIF-67 2D. A elevada aglomeracdo de
nanoparticulas de prata ancoradas nas redes ZIF-67 3D e ZIF-67 com morfologia de nanofolhas
desfavoreceram a atividade do eletrocatalisador. A flexibilidade da rede ZIF-67 nanofolhas
podendo formar dobras devido sua espessura ultrafina e a alta energia de superficie da rede ZIF-
67 3D foram reportados como os fatores que promoveram as aglomeracdes das nanoparticulas
de prata (SUN et al., 2020).

Tem-se, portanto, alguns estudos em que a dimensionalidade da ZIF-67 afetou seu
desempenho de aplicacdo; fato que nos leva a investigar essas caracteristicas em outras

aplicacdes.



40

3.3 BIOMIMETICA ENZIMATICA DO TIPO PEROXIDASE

A biomimética (do grego bio = vida e mimesis = imitacdo) é a ciéncia que tem por
objetivo desenvolver processos e produtos que imitam ou se inspiram em modelos existentes
na natureza. O desenvolvimento desta ciéncia visa resolver problemas humanos baseando-se
n&o no que se pode extrair do mundo natural, mas no que se pode aprender com ele (BENYUS,
2002). Materiais biomiméticos enzimaticos sdo de grande relevancia uma vez que as enzimas
naturais sdo biocatalisadores extremamente importantes, porém possuem baixa estabilidade,
facil desativacdo e sao dificeis de reciclar (WANG et al., 2021).

Uma classe de enzimas naturais de importancia relevante sdo as peroxidases. Estas
enzimas catalisam reacGes de oxidacdo de substratos doadores de elétrons, utilizando o
peréxido de hidrogénio como agente redutor (PANDEY et al., 2017). A Figura 15 retrata o
mecanismo simplificado para a oxidacdo de um substrato fendlico promovido por uma
peroxidase da classe Ill. Como se pode observar, inicialmente ocorre a decomposi¢do do
peréxido de hidrogénio em &gua e oxigénio. E nesta etapa também que ocorre a oxidagio da
enzima, sendo que este intermediario € mais reativo do que a sua forma nativa. Na segunda
etapa, a forma oxidada da enzima reage com o substrato fenolico, gerando um substrato
radicalar. Na Ultima etapa, o substrato reduz a enzima para sua forma nativa e os radicais livres
do substrato dimerizam ou tetramerizam (GIL-RODRIGUEZ et al., 2008; PANDEY et al.,
2017).

Figura 15 — llustracdo esquematica do mecanismo proposto para oxidacdo de um substrato
fendlico por uma enzima heme peroxidase da classe I1I.

H20;

ferriprotoporfirina (Heme B)
(enzima no estado native)

Composto |
(intermediario)

Composto |
(intermediario)

Fonte: adaptado de GIL-RODRIGUEZ (2008)



41

Por serem capazes de catalisar a decomposi¢do de peréxido de hidrogénio e oxidar
uma grande variedade de substratos, as peroxidases tém sido utilizadas em diversas areas como
na biorremediacdo de poluentes, como os fendis, na deslignificacdo na inddstria de papel e
celulose, no desenvolvimento de kits de diagnostico, bem como na determinacdo e
quantificacdo de peroxido de hidrogénio em amostras bioldgicas e industriais, entre outras (LI
etal., 2017b; PANDEY et al., 2017). Dessa forma, agregar propriedades superiores de manejo
as funcionalidades das enzimas naturais a partir de materiais biomiméticos é fortemente

desejavel.

3.3.1 Cinética Enzimética

A velocidade de uma reacao quimica é usualmente expressa em termos do decréscimo
da concentracdo de um dos reagentes ou do aumento na concentragdo do produto em um
intervalo de tempo (MOTTA, et al., 2011). Em reacGes quimicas catalisadas por enzimas, o
mecanismo pode ser representado conforme a Equacéo 1.

k
E+S ——te ES K2 . E4p Eq. 1

-1

Como representado pela Equacdo 1, a aproximacao entre a enzima (E) e o substrato
(S) leva a formacéo de um complexo enzima-substrato (ES) que ocorre com uma constante de
velocidade (k1). Este processo ocorre em equilibrio com a decomposicdo do complexo ES com
uma constante de velocidade denominada como k.1. Ap6s formar o complexo ES, a enzima
transforma o substrato em produto (P), numa reacdo com constante de velocidade (k).

As constantes de velocidade do mecanismo de reacdo dependem da concentracdo do
substrato. Diante disso, Leonor Michaelis e Maud Menten propuseram em 1913 um modelo
para definir as constantes de velocidade de reacdes enzimaticas relacionando a velocidade
inicial com a concentracao de substrato que pode ser expresso de forma grafica (Figura 16).

Observa-se que no inicio da reacdo ocorre uma crescente de velocidade, ou seja,
guanto maior a concentracdo de substrato, maior sera a velocidade da reacdo (cinética de
primeira ordem). 1sso ocorre até uma determinada concentracao de substrato; apés, a velocidade
permanece constante e independe da quantidade de substrato adicionada na reagdo (cinética de
ordem zero). Neste ponto considera-se que a enzima esta saturada, ou seja, todos 0s sitios ativos

cataliticos da enzima estdo ocupados com substratos. E, portanto, a conversdo de mais
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moléculas de substrato em produto dependerd da liberacdo dos sitios ativos da enzima
ocupados.

Este ponto é chamado de estado estacionario, pois a concentracdo do complexo ES é
constante, ou seja, a velocidade de formacéo de ES € igual a velocidade de formacéo de P + E.
Isso significa também que a reacdo atingiu sua velocidade maxima (Vmax). A Vmax € atingida,
portanto, numa certa concentragdo de substrato. Dessa forma, a concentragdo de substrato em
que a velocidade da reagéo atinge metade de sua Vmax € chamada de constante de Michaelis-
Menten (Km) e seu valor numérico esta relacionado a afinidade da enzima pelo substrato.

Quanto menor a Km, maior seré a afinidade da enzima pelo substrato.

Figura 16 — Representacdo grafica do curso de uma reacdo catalisada por uma enzima cujo
andamento pode ser descrito pela equacéo de Michaelis-Menten.

L3

Velocidade da reacao

Km

Concentragao do substrato

Fonte: adaptado de Motta et al. (2011)

Sendo assim, partindo-se do mecanismo inicial, pode-se deduzir matematicamente a

equacdo de velocidade para reacOes enzimaticas proposta por Michaelis-Menten (Equacéao 2)

como sendo:
Km + [S]

Entretanto a equacéo de Michaelis-Menten € a equacgé@o de uma hipérbole retangular,

portanto os valores de Vmax nunca sdo atingidos. No entanto isso pode ser resolvido pela
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transformacéo algébrica da equagdo de Michaelis-Menten em uma reta (Equacéo 3), formulada
por Hans Lineweaver e Dean Burk em 1934.

_ 1, K

Vméx Vméx

Eqg. 3

<l e
N =

A equacdo da reta proposta por Lineweaver-Burk mostra que a representacdo grafica

1

e

1 ~ 1, . . K;
de ~ em funcéo de 5 € Uma reta com derivada igual a " =

~, ordenada na origem igual a

max Vmax

. . . -1 ~ e s e
abcissa na origem igual a — A representacdo grafica é chamada de grafico de
m

Lineweaver-Burk ou simplesmente grafico de duplo reciproco e permite determinar os valores

de Vmax € Km de reagBes enzimaticas a partir da concentracdo do substrato (Figura 17).

Figura 17 — Representacdo grafica da equacédo de Lineweaver-Burk ou duplo reciproco.

<|r

11
Fonte: adaptado de Motta et al. (2011)

3.3.2 ZIF-67 como catalisadores biomiméticos tipo-peroxidase

Recentemente, a atividade biomimética tipo peroxidase da ZIF-67 tem sido
investigada considerando-se as caracteristicas promissoras reportadas anteriormente neste
trabalho de MOF como catalisadores.

A ZIF-67 com morfologia de folhas ultrafinas, obtidas com o auxilio de um surfactante
tipo bolaform como direcionador da estrutura foi reportada por Wang et al. (2018) como um
biomimético tipo-peroxidase na oxidacao da 3,3’,5,5’-tetrametilbenzina (TMB), o qual é um

substrato modelo para ensaios de atividade enzimatica para enzimas peroxidases (Figura 18).
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De acordo com o estudo, a ZIF-67 exibiu afinidade pelo substrato H.O> proxima a afinidade
exibida pela peroxidase de raiz forte (HRP — horseradish peroxidase). A constante de
Michaelis-Menten (Km) atribuida ao sistema ZIF-67-H20; foi de 3,52 mmol L™, enquanto para
o sistema HRP-H0; ¢ atribuido uma Km de 3,50 mmol L. Os autores reportaram ainda que a
adicdo de H20O2 em excesso inibiu a oxidagdo da TMB, propondo que este estaria agindo como
inibidor competitivo do catalisador. O valor calculado para a afinidade do catalisador mimético
para 0 TMB foi de 13,69 mmol L?, bem acima do valor da Kn para a HRP, que foi de
0,43 mmol L* (WANG et al., 2018b).

Figura 18 — Representacdo esquematica da reacéo de oxidacdo do TMB pela ZIF-67 reportada
por Wang et al. (2018).

2 H,0,

il

3,3,5,5' tetrametilbenzina (TMB) TMB
forma reduzida forma oxidada
(coloragdo amarela)

Fonte: adaptado de Wang et al. (2018b)

No trabalho reportado pelo grupo de Song um tratamento térmico foi utilizado para
produzir um derivado ZIF-67, cuja morfologia de dodecaedros rombicos da rede permaneceu
inalterada. Além da calcinacdo, os autores reportaram um segundo tratamento térmico na
presenca de Na,S03, transformando a maioria das particulas em CosSas. A atividade catalitica
na oxidacdo do TMB neste caso foi otimizada, pois além dos sites ativos de cobalto ficarem
mais expostos devido a destrui¢do da rede e a manutencao da morfologia, a presenca de espécies
Co3S4 beneficiou a atividade mimética de peroxidase. A Km do catalisador Co3S4 derivado de
ZIF-67 para 0 TMB foi estimada em 0,13 mmol L (SONG et al., 2020).

Figura 19 — Representacdo dos dodecaedros rombicos obtidos na sintese de ZIF-67 e
tratamentos pos sintéticos reportados por Song et al. (2020).

calcinagao sulfuragao
500 °C 500°C,2h
2h Na:S:O;
ZIF-67 derivado Co;0x derivado CosS,

Fonte: adaptado de Song et al. (2020)
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A ZIF-67 com morfologia de dodecaedros rémbicos sem qualquer tratamento pds
sintético, foi aplicada ainda como catalisador na degradacgéo de tetraciclina (TC) na presenca
de H202 por Hou et al. (2020). Neste estudo foi relatado que o mecanismo de degradagéo da
TC é mimético a peroxidase, no qual os ions cobalto da ZIF-67 ativaram o peroxido de
hidrogénio formando radicais hidroxila (HO*) e O2. A tetraciclina foi entdo degrada pelos
radicais HOe, considerados poderosas espécies oxidantes. O catalisador ZIF-67 foi reciclado e
reutilizado por 4 ciclos, com pequena perda de atividade. (HOU; HUANG; LIU, 2020).

Figura 20 — Representacao da reacao de degradacéo de tetraciclina pela ZIF-67 e 0 mecanismo
proposto para a decomposicdo o peroxido de hidrogénio ao intermediario reativo radical
hidroxila.
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Fonte: adaptado de Hou et al. (2020)

Um nanomaterial derivado da ZIF-67 com morfologia de dodecaedros rombicos
(Co304 HNC), produzido pela calcinacdo da ZIF 67, por um periodo de 3 h a 300 °C, foi
aplicado como um biossensor colorimétrico para a deteccao de dopamina (Figura 21). O método
de deteccgdo foi proposto baseado no efeito inibitorio da adi¢cdo de dopamina no processo de
oxidagdo do substrato cromogéneo 3,3°,5,5’-tetrametilbenzina (TMB). No estudo, foi
constatado que o derivado da ZIF-67 atuou como catalisador na decomposi¢cdo de H>O»
aumentando a concentracdo de O2 na solucdo e promovendo a oxidagdo do TMB. Ainda, o
catalisador acelerou a transferéncia de elétrons do TMB para o O dissolvido, convertendo TMB

(incolor) no estado oxidado (azul). A atividade catalitica do material CosO4 HNC, foi
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demonstrada como superior a nanoparticulas de CoO devido a maior &rea especifica e
porosidade do derivado ZIF-67 (WANG et al., 2021).

Figura 21 — Representacdo os dodecaedros rombicos de ZIF-67 obtidos por tratamento térmico
aplicados como sensores de dopamina.

* Oxidacdo do TMB na presenca de H,0O, e catalisada pelo Co;0, HNC.
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= Inibicao da oxidacdo do TMB pela presenca da dopamina.
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Fonte: adaptado de Wang et al. (2021)

Diante do exposto, pode-se considerar que apesar da ZIF-67 ser um material MOF
cujas propriedades sao largamente discutidas na literatura, ainda hd um campo consideravel de
investigacdo. A maioria dos estudos de aplicagéo da rede ZIF-67 como catalisador envolvem
processos de transformacao pos sintética como os tratamentos térmicos, com pouca ou nenhuma
referéncia ao material ZIF-67 original. Além disso, a literatura pertinente a atividade deste
material como biocatalisador mimético de peroxidase é recente e escassa, sendo limitada a
estudos de oxidacdo do substrato modelo TMB. Estudos sobre a oxidacdo de compostos
fendlicos, por exemplo, na presenca de H>O> pela rede ZIF-67 ainda ndo foram reportados, pelo
menos no que tange nosso conhecimento até 0 momento.

O 2-metoxifenol (guaiacol), representa um substrato fendlico cromogéneo, cuja
oxidac&o a tetraguaiacol (Figura 22) produz uma mudanca na coloracédo de incolor para &mbar.
A formacdo do tetraguaiacol é acompanhada pela absorbancia espectrofotométrica em um
comprimento de onda de 470 nm, e uma vez que o valor de absortividade molar do tetraguaiacol

é conhecida, sendo 26600 L mol™ cm™, a atividade do catalisador e as constantes cinéticas
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reacionais podem ser determinadas. Assim, este ensaio colorimétrico é amplamente utilizado
na determinacgdo da atividade de enzimas peroxidases (KHAN; ROBINSON, 1994).

Figura 22 — llustracdo esquematica da reacdo de oxidacao catalitica do substrato 2-metoxifenol
incolor a tetraguaiacol de coloragdo ambar
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tetraguaiacol

Fonte: adaptado de GIL-RODRIGUEZ (2008)

A investigacdo da oxidacdo catalitica do guaiacol como um substrato modelo por
materiais miméticos de peroxidase como as redes ZIF-67, pode fornecer importantes
contribuicdes para aplicacdo do catalisador em reacdes de interesse industrial, como a
despolimerizacéo da lignina.

A molécula de lignina é composta por trés mondmeros: alcool coniferilico (unidade
G), alcool sinapilico (unidade S) e alcool p-cumarilico (unidade H) conforme se pode observar
na Figura 23. A estrutura do guaiacol pode ser encontrada nas unidades G e S. Dependendo da
fonte do polimero essas unidades representam a constituicdo de até 95% da macromolécula de
lignina (LIU et al., 2018).

Figura 23 — llustracdo da estrutura dos precursores da molécula de lignina (acima) e das
unidades béasicas de construcdo (abaixo). Em destaque (azul) a estrutura do guaiacol nas
unidades G e S.
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Fonte: adaptado de Chio et al. (2019)
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A lignina é um dos trés principais componentes da biomassa lignoceluldsica e o
polimero aroméatico mais abundante da natureza. Entretanto, possui uma estrutura complexa e
de baixa reatividade o que dificulta a despolimerizacdo desta macromolécula (CHIO; SAIN;
QIN, 2019; MA; GUO; ZHANG, 2018). Os métodos de despolimeziracao da lignina envolvem
tratamentos térmicos, bioldgicos ou catalise quimica. Porém, esses metodos tem alto custo,
grande consumo de energia, exigem longos periodos de reacdo com condi¢Oes severas, além de
apresentarem baixa seletividade ou ainda dificuldade de separacéo do produto (CHIO; SAIN;
QIN, 2019). Por isso, atualmente, a maior parte da lignina advinda de processos industriais
como a producdo de papel e celulose é queimada para gerar energia; desperdicando um
abundante precursor de produtos com maior valor agregado que poderia melhorar o quadro
econémico desses processos (OLCESE et al., 2013).

Diante do exposto, encontra-se a possibilidade de explorar a ZIF-67 como
biocatalisadores miméticos de peroxidase na oxidacdo de um substrato fendlico modelo como

0 guaiacol.
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4 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sdo apresentadas as metodologias empregadas para a sintese das redes
ZIF-67 com morfologias distintas, bem como as técnicas e metodologias para as respectivas
caracterizagdes. Ainda, serd apresentado as metodologias empregadas para o estudo de
aplicacdo das ZIF-67 como catalisador mimético de enzimas peroxidase na oxidagdo do

guaiacol.

41 MATERIAIS

Os reagentes nitrato de cobalto(ll) hexahidratado (Co(NOz)2.6H-0), 2-metilimidazol
(CsHeN2),  acetato de  sodio  (C:HsNaOz), acido  acético  (CH3COOH),
tris(hidroximetil)aminometano (C4H1:NO3), acido cloridrico (HCI), bem como os solventes
N,N-dimetilformamida ((CHs3)NCH) e metanol (CH3sOH) foram adquiridos da Sigma-Aldrich
com pureza analitica e utilizados sem purificagdo adicional. O 2-metoxifenol (CH3OCgHsOH)
(guaiacol), com 98% de pureza, foi obtido da Neon Quimica e utilizado sem purificacdo
adicional. O peroxido de hidrogénio (H202), com concentragdo 35% (v/v) foi adquirido da Neon
Quimica e teve sua concentracdo confirmada por titulagdo conforme descrito na secdo 4.2.7.1
deste trabalho. A dgua (H20) utilizada é ultrapura do tipo | que foi obtida a partir de um sistema
Milli-Q®.

4.2 METODOS
4.2.1 Sintese da ZIF-67 com morfologia de dodecaedros rombicos - ZIF-67(DR)

A sintese da ZIF-67(DR), com morfologia de dodecaedros rdmbicos, foi realizada de
acordo com a metodologia descrita por SUN et al., 2020). Em frascos separados, o
Co(NOs3)2:6HO (1,0 mmol, 0,291 g) e 2-metilimidazol (4,0 mmol, 0,328 g) foram
solubilizados em 30 mL de metanol. As solugdes foram mantidas sob agitacéo vigorosa por 30
minutos. Apos, a solucéo contendo o sal de cobalto foi vertida rapidamente na solugcéo contendo
0 2-metilimidazol e a agitagdo foi mantida por mais 1 minuto. A agitagéo foi interrompida e a
mistura reacional foi mantida em repouso por 24 h a temperatura ambiente. O solido resultante
foi separado por centrifugacdo e lavado com metanol (20 mL) por dispersdo em banho

ultrassonico e novamente separado for centrifugacdo e o sobrenadante removido. O processo
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de lavagem foi repetido 3 vezes. O solvente residual foi removido por pressédo reduzida, e a
ZIF-67(DR) foi obtida como um s6lido de coloragéo roxa.

4.2.2 Sintese da ZIF-67 com morfologia de nanofolhas - ZIF-67(NF)

Para a sintese da ZIF-67(NF) foram empregadas as mesmas quantidades descritas para
a sintese da ZIF-67(DR). Porém, o solvente empregado foi uma mistura de DMF e H>0 na
proporcédo 1:1 (v/v) conforme descrito anteriormente (SUN et al., 2020). Na etapa de lavagem
foi empregada como solvente a mesma mistura empregada na sintese. A agua residual foi
removida por liofilizacdo, e a ZIF-67(NF) foi obtida como um sélido com coloracdo preto-
esverdeado.

4.2.3 Sintese da ZIF-67 com morfologia de microplacas- ZIF-67(MP)

Para a sintese da ZIF-67(MP) foram empregadas as mesmas quantidades relatadas para
a sintese da ZIF-67(DR). Porém, o solvente empregado foi &gua conforme descrito
anteriormente (SUN et al., 2020). Na etapa de lavagem foi também empregada dgua. A agua
residual foi removida por liofilizacdo, e a ZIF-67(MP) foi obtida como um s6lido com coloragéo

marrom-avermelhada.

4.2.4 Caracterizacdo morfoldgica e de composicdo quimica das ZIF-67

As analises morfoldgicas e elementares das ZIF-67 foram realizadas no Laborat6rio
de Microscopia da Universidade de Caxias do Sul. Foram efetuadas analises tanto do material
solido disposto sobre a fita de carbono, quanto de amostras em suspensdo depositadas sobre
placas de silicio. Para o preparo das amostras, inicialmente os sélidos foram dispersados nos
respectivos solventes de sintese com o auxilio de um banho ultrassénico por 15 min. Apds, a
suspensdo foi gotejada em placas de silicio e seca em dessecador por 12 h. As micrografias e 0
mapeamento elementar foram obtidos por Microscopia Eletronica de Varredura com Emisséo
de Campo (MEV-FEG, Tescan, MIRA3) acoplado a um detector de Energia Dispersiva de
Raios-X (EDS).

A técnica de Espectrometria de emissdo atdbmica com plasma indutivamente acoplado
(ICP-OES) foi aplicada para a determinagdo do teor de cobalto total presente nas ZIF-67
sintetizadas. As amostras foram preparadas conforme metodologia descrita na literatura
(PEEDIKAKKAL, 2021). 0,010 g de ZIF-67 foram digeridas com 9 mL de HNO3 concentrado
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(70%) e 1 mL de HCI (37%) na temperatura de 95 °C. Posteriormente, 1 mL da solugdo digerida
foi diluida em 10 mL de &gua deionizada e a determinacédo de cobalto total foi determinada em
um espectrémetro Thermo Scientific, série ICAP7000 pertencente ao Laboratério de Analises
e Pesquisas Ambientais (LAPAM) da Universidade de Caxias do Sul.

4.2.5 Caracterizagao estrutural das ZIF-67

A analise pela técnica de espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
com reflectancia total atenuada (ATR-FTIR) foi realizada em um equipamento Spectrum 400
da Perkin Elmer, com acessorio de refletancia total atenuada empregando um cristal de
diamante. Os espectros foram registrados na faixa de 400 a 4000 cm™ com resolucéo de 2 cm™
e 32 varreduras.

A técnica de Difracdo de Raios-X foi empregada para a verificacao das fases cristalinas
dos materiais ZIF-67. Os espectros foram obtidos em um equipamento Shimadzu, modelo LabX
XRD-6000 pertencente ao Instituto de Materiais Ceramicos da Universidade de Caxias do Sul.
As amostras foram acondicionadas em um porta amostras de silicio e os difratogramas foram
obtidos numa faixa de 5-80° (2 theta) com passo angular de 0,05° e tempo de integracdo de 3

segundos.

4.2.6 Caracterizacao fisica via adsorcao de gas das ZIF-67

O método de adsorcdo de BET (Brunauer-Emmett-Teller) foi utilizado para determinar
a area superficial das redes e os modelos BJH (Barrett-Joyner- Halenda) e DFT (Density
Functional Theory) foram empregados para derivar os dados das isotermas obtidas e averiguar
as distribuicGes de volume e tamanho de poros. Inicialmente as amostras foram submetidas a
uma etapa de desgaseificacdo sob vacuo a uma temperatura de 120 °C por 20 h. Apds, a amostra
foi transferida para o modulo de analise de um equipamento Quantachrome Instruments,
modelo NOVA 1200e® do Laboratério de Energia e Bioprocessos da Universidade de Caxias

do Sul e as isotermas de adsor¢éo e dessorcao de N» foram obtidas apds 3 h de ensaio.
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4.2.7  Investigacdo da atividade biomimética tipo peroxidase das ZIF-67

4.2.7.1 Titulagdo do H>O> e preparo de solugdes estoque e tampéo

Inicialmente confirmou-se a concentragdo de H>O2 por meio de titulagdo. Para tanto,
em uma bureta de 25 mL foi acondicionada uma solugdo de tiossulfato de sodio (Naz2S203-
5H,0) de concentragdo 0,099 mol L (padronizada previamente com uma solucéo de iodato de
potéssio (KI0s3) por titulacdo). Em um frasco de Erlenmeyer de 250 mL adicionou-se 50 mL de
H202, 5 mL de uma solugéo de &cido sulfurico (1:4 v/v), 2 g de iodeto de potassio (K1) e 3 gotas
de uma solucdo de molibdato de aménio (3% m/v). Titulou-se sob agitacdo magnética até
mudanga na colorac¢ao da solucdo de castanho para amarelo claro. Interrompeu-se a titulagéo e
adicionou-se ao Erlenmeyer 2 mL de uma solucdo de amido soltuvel em agua (1% m/v). Apos,
prosseguiu-se a titulacdo até a solucdo tornar-se limpida. O procedimento foi realizado em
triplicata e a concentracdo de H>O; foi estimada em 35,26% (v/v); valor coerente com a
concentracdo reportada no rétulo do produto.

Previamente aos ensaios biomiméticos, 25 mL de uma solucdo aquosa estoque de H20-
de concentragdo 100 mmol L™ (0,3% v/v) foi preparada, bem como 50 mL de uma solugio
aquosa estoque de guaiacol de concentracdo 89 mmol L™ (1% v/v). Ambas as solucdes foram
preparadas no dia em que os ensaios foram realizados, sem serem armazenadas para uso
posterior.

As solucdes tampao de Tris-HCI com concentragdo de 100 mmol L™ foram preparadas
em bal6es volumétricos de 50 mL. Solubilizando-se 0,610 g de tris(hidroximetil)aminometano
[NH2C(CH20H)3] em aproximadamente 30 mL de 4gua em 4 balGes volumétricos distintos.
Em seguida, 140 uL (para pH 7), 92 pL (para pH 8), 25 pL (para pH 9) e 3 uL (para pH 10) de
HCI (37% v/v) foram adicionados respectivamente em cada baldo e o volume final da solu¢éo
foi completado com agua. O valor do pH foi aferido em pHmetro de bancada da marca Kasvi,
sendo que, quando necessario o valor de pH foi ajustado com solugdes de NaOH ou HCI
(0,1 mol L. As solucdes tampao foram armazenadas em frasco &mbar e acondicionadas sob
refrigeracao.

As solucdes tampéo de acetato de sddio com concentragdo de 100 mmol L™ foram
preparadas com volume e procedimento andlogo ao relatado para as solucdes tampédo de
Tris-HCI. Porém, para a solugdo com pH 4 utilizou-se 0,120 g de acetato de s6dio (CH:COONa:-
3H20) e 352 pL de &cido acético glacial (CHsCOOH). Para a solugdo com pH 5, utilizou-se
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0,480 g de CH3COONa-3H20 e 133 pL de CH3COOH. Para a solugédo com pH 6, utilizou-se
0,640 g de CH3COONa-3H20 e 28 pL de CH3COOH.

4.2.7.2 Ensaios biomiméticos iniciais

Inicialmente, a mistura reacional consistiu de 1,5 mL da solucdo aquosa estoque de
guaiacol, 0,5 mL da solugdo aquosa estoque de H20., 1 mL da solugdo tampéo de acetato de
sodio (pH 6) e 1 mg de ZIF-67, perfazendo um volume total de 3 mL e com concentracéo final
de 44,5 mmol L™ de guaiacol e 16,66 mmol Lt de H2O..

A mistura foi acondicionada em um frasco tubo do tipo Falcon e mantida sob agitacao
em agitador do tipo Vortex por 3 min. Apds, os 3 mL da solucdo reacional foram transferidos
para uma cubeta de quartzo e as analises por espectroscopia no UV-Vis foram realizadas em
um espectrofotdmetro Beckman modelo Du® 530. Os espectros foram gerados no comprimento
de onda de absorc¢éo do tetraguaiacol (470 nm) em intervalos de 16 segundos e um tempo total
de anélise de 10 minutos. Os dados de absorbancia que representam a concentracdo do produto
formado (tetraguaiacol) versus tempo foram tratados por regressdo linear simples e a taxa
correspondente a porgéo linear (R?>0,99) de inclinagdo das curvas obtidas foi aplicada na
equacdo 4 e 5 conforme descrito em trabalho anterior (JIANG et al., 2018), obtendo-se a
atividade especifica (SA) dos catalisadores biomiméticos.

Por definicdo, uma unidade de atividade enzimatica (1 U) corresponde a quantidade

de enzima que converte 1 umol do substrato por minuto e nas condicGes estabelecida para o

ensaio.
|% AA
.. _ a4 Eqg. 4
Atividade (U) X1 X A7 q
Sendo:

V: Volume total da reacdo (uL);
&: Absortividade molar do tetraguaiacol (26600 L mol™* cm™);
I: Caminho optico (cm).

AA/At: Inclinag@o da curva obtida por regresséo linear a partir da absorbancia versus tempo.
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Atividade
Atividade Especifica (SA) Umg™! = — Eq.5

Sendo:
Atividade: U (obtida a partir da Equacéo 4);

m: massa do catalisador em mg.

4.2.8 Otimizacdo dos parametros reacionais favoraveis a atividade biomimética das
ZIF-67

4.2.8.1 Temperatura do meio reacional

Em uma cubeta de quartzo, com caminho optico de 1 cm e volume total de 4 mL,
foram adicionados 1,5 mL da solucdo estoque de guaiacol previamente preparada, 0,5 mL de
solucdo tampdo de acetato de sodio (pH 6) e 1 mg de ZIF-67(MP) dispersas em 1 mL de agua
e previamente sonicado em banho ultrassonico por 15 minutos. A cubeta foi acondicionada no
espectrofotdmetro (Beckman Du® 530), equipado com um modulo Peltier para o controle da
temperatura. A cubeta foi mantida em modo estatico no modulo por 3 min para que a mistura
atingisse o equilibrio térmico. Apo6s, 0,5 mL da solucéo aquosa estoque de H2O; foi adicionada
a mistura reacional, seguida de uma breve agitacdo manual da cubeta. Em seguida, a leitura da
absorbéancia (470 nm) foi iniciada e os valores registrados a cada 15 segundos, totalizando 20
minutos de andlise. A atividade biomimética foi avaliada nas temperaturas de 30 °C, 40 °C e

50 °C e os ensaios foram realizados em triplicata.

4.2.8.2 pH do meio reacional

O efeito do pH do meio reacional sobre a atividade do catalisador foi avaliado numa
faixa de valores de 4,0 a 10,0 com incrementos de 1,00. Utilizou-se para tanto a solu¢do tampéo
de acetato de sddio para a faixa de valores de pH de 4 a 6 e a solucdo tampdo de Tris-HCI para
a faixa de valores de pH de 7 a 10. A temperatura foi fixada em 50 °C e as demais condig¢des

reacionais permaneceram inalteradas conforme descrito no item 4.2.8.1.
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4.2.8.3 Concentracdo do catalisador ZIF-67

Para avaliar o efeito da concentracdo do catalisador foram investigadas as seguintes
quantidades: 0,120 mg, 0,250 mg, 500 mg, 1 mg e 2 mg. Uma solugdo contendo 1 mg mL™ de
catalisador foi preparada e aliquotas de 120 pL, 250 pL, 500 pL e 1000 pL foram utilizadas. O
volume final da reacdo foi ajustado com &gua. Para a massa de catalisador de 2 mg, a massa foi
pesada, dispersa em 1 ml de agua e utilizada na reacdo. A temperatura foi fixada em 50 °C e o
pH do meio reacional em 9, utilizando-se a solucdo tampéao Tris-HCI. As absorbancias foram
registradas em 470 nm, em intervalos de 15 segundos, com um tempo total de analise de 5
minutos. Os demais procedimentos permaneceram inalterados conforme descrito no item
4.2.8.1.

4.2.9 Determinacdo das constantes cinéticas Vmax € Km

A velocidade maxima (Vmax) € a constante de Michaelis-Menten (Km) para as ZIF-67
foram determinadas tanto em relacdo a concentracdo do guaiacol quanto em relacdo a
concentragdo do H.O>. Em ambos 0s ensaios, a concentracdo de um substrato foi mantida
constante, enquanto a concentracdo do segundo substrato foi variada.

Para a determinacdo das constantes cinéticas das trés ZIF-67 em relacdo ao substrato
H20,, foram realizados em triplicata sete ensaios para cada rede. As concentracfes de H20-
utilizadas para os ensaios com a ZIF-67(MP) foram de: 0,1; 0,2; 0,4; 0,8; 1,0; 2,0 e
3,0 mmol L. Para os ensaios com a rede ZIF-67(DR) foram utilizadas concentrag@es de H20>
de: 0,125; 0,250; 0,500; 0,750; 1,000; 2,000 e 3,000 mmol L. J4 para os ensaios com a rede
ZIF-67(NF) utilizou-se concentragdes de H.O; de: 0,2; 0,4; 0,8; 1,0; 2,0 e 3,0 mmol L.

Para cada um dos ensaios foi realizado o seguinte procedimento: em uma cubeta de
quartzo (1 cm de caminho éptico e volume total de 4 mL) foram adicionados 1,5 mL da solucéo
estoque de guaiacol (concentracio final de 38,14 mmol L), 0,5 mL da solugdo tamp&o Tris-
HCI (pH 9), 1 mg da respectiva ZIF-67, as quais foram dispersas em 1 mL de agua e
previamente sonicadas em banho ultrassdnico por 15 min e um volume de agua suficiente para
completar 3,5 mL de mistura reacional. A cubeta foi mantida em modo estatico no médulo
Peltier por 3 min a 50 °C. Apds, os respectivos volumes de H20O foram incorporados a mistura
reacional e a cubeta foi agitada brevemente seguindo-se do registro das absorbancias em
470 nm, em intervalos de 15 segundos, totalizando 5 min de analise. Os dados de absorbancia

obtidos foram plotados em funcéo do tempo fornecendo por meio de regresséo linear simples,
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a taxa de variacao da absorbancia por unidade de tempo. Pela Lei de Lambert-Beer (Equacéo 6)
converteu-se a absorbancia em concentragéo de produto, obtendo-se a concentracdo de produto

por unidade de tempo, ou seja, a velocidade inicial (Vo).

A= ¢eb.c Eqg. 6

Sendo:

A: Absorbancia;

&: Absortividade molar do tetraguaiacol (26600 L mol* cm™);
b: Caminho éptico (1 cm);

c: Concentragdo de tetraguaiacol (mol L)

Por fim, a plotagem de Vo versus a concentracdo de H>O> originou os graficos de
Michaelis-Menten e seus respectivos graficos de duplos reciprocos.

Para a determinacdo das constantes cinéticas das trés ZIF-67 em relacdo ao substrato
guaiacol, foram realizados em triplicata 7 ensaios para cada rede. O procedimento para cada
um dos ensaios foi realizado conforme descrito anteriormente para o substrato H>O. Porém,
nestes ensaios a concentragdo final de H.O; foi mantida constante em 14,28 mmol L™ (0,5 mL
da solucdo estoque) e as concentracGes de guaiacol foram variadas. As concentracdes de
guaiacol utilizadas para os ensaios com a rede ZIF-67(MP) foram de: 1,0; 2,0; 4,0; 8,0; 16,0 e
32,0 mmol L. Para os ensaios com a rede ZIF-67(DR) foram utilizadas concentracdes de
guaiacol de: 0,250; 0,750; 1,5; 2,0; 3,0; 3,5; 6,0; 16,0 e 32,0 mmol L. J4 para os ensaios com
a rede ZIF-67(NF) utilizou-se concentracGes de guaiacol de: 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 8,0; 16,0; 32,0;
e 64,0 mmol L.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SINTESE E CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DAS ZIF-67 OBTIDAS

Embora as ZIF-67 com a morfologia 3D de dodecaedros rémbicos tenham apresentado
interessantes aplica¢fes, como j& apresentado e discutido, é sabido que altera¢des na morfologia
de um material modificam a atividade catalitica. Portanto, com o intuito de avaliar o efeito da
morfologia da ZIF-67 como catalisadores biomimético do tipo peroxidase sobre substratos
fenolicos, foi empregado neste trabalho a metodologia descrita recentemente por pesquisadores
chineses (SUN et al. 2020) que reportaram a obtengéo da ZIF-67 com trés morfologias distintas
apenas modificando o solvente. No trabalho, a sintese da ZIF-67 com a morfologia de
dodecaedros rombicos, a qual é a morfologia comumente observada para esse material, é obtida
utilizando apenas metanol como solvente. No entanto, 0s autores descrevem que ao empregar
agua como solvente, uma morfologia descrita como microplacas é obtida. J& quando uma
mistura de agua e dimetilformamida (DMF), na proporcdo de 1:1, foi empregada, uma

morfologia de nanofolhas foi obtida.

Figura 24 — Representacdo da sintese da ZIF-67 com diferentes morfologias

MeOH
ta.,24h
(solugio estatica)

(a) ZIF-67
dodecaedros rémbicos
DMEF:H,0
ta.,24h
> (solugio estatica) -
Yo s o ! (b) ZIF-67
Co(NO3)2-6H:O  2-metilimidazol E Coordenagdo entre os ions Co?* | nanofolhas
1 mmol 4 mmol | eoligante 2-metilimidazol
H,O '
ta.,24h
(solugio estatica) (c) ZIF-67

microplacas

Fonte: adaptado de Sun et al. (2020)

Assim, a metodologia proposta por SUN et al. (2020) foi reproduzida. Inicialmente, o
nitrato de cobalto e o ligante 2-metilimidazol foram solubilizados em frascos separados
empregando os solventes adequados para cada morfologia almejada. Apés, quando a solucdo
contendo o metal é vertida na solu¢do contendo o 2-metilimidazol é observada uma mudanca
na coloragéo das solugdes, que passam de uma coloracao levemente rosa, que é caracteristica

da solucéo de Co(NOs)., para uma coloragédo roxa, o que indica a presenca da coordenagéo entre
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o ligante e os fons cobalto (Co?"). A fotografias mostrados na Figura 25 demostram essa
mudanca de cor. A organizacao da rede organometélica passa entdo a ocorrer com o sistema

em repouso por 24 h e a temperatura ambiente.

Figura 25 — Esquema reacional com fotografias registradas durante o processo sintético.

remocao do solvente

Fonte: a autora

Ap6s a remocdo dos solventes, obteve-se solidos na forma de pd, com coloracdo

homogénea e tamanhos visualmente similares.

5.1.1 Sintese e caracterizagdo morfoldgica do produto ZIF-67(DR)

A partir da reacdo envolvendo o metanol como solvente foi obtido um sélido de
coloragéo roxa denominado como ZIF-67(DR) com massa final de 30 mg, 0 que representa um
rendimento de 13% em massa em relagdo a massa de cobalto inicialmente empregada,
considerando a formacao de uma ZIF-67 com morfologia 3D e formula minima Co(C4HsN>)..
O trabalho de Sun et al. (2020), cuja metodologia sintética foi seguida neste trabalho, ndo
reporta dados a respeito do rendimento.

O baixo rendimento pode ser visto como insatisfatorio; entretanto embora a morfologia
de dodecaedros rombicos (3D) seja a forma de cristalizagdo mais discutida na literatura para a
ZIF-67, sdo poucos os trabalhos que reportam dados sobre o rendimento. Em trabalho anterior
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(PARK et al., 2016b) foi reportado um rendimento de 32%, empregando também o metanol
como solvente. Porém, a ZIF-67 foi sintetizada a partir de uma proporcao molar de 1:8 entre 0s
reagentes cobalto:ligante, respectivamente, em um tempo de reacdo de 72 h com troca de
solvente a cada 24 h. Considerando o tempo de reacdo e a quantidade de reagentes empregados
na sintese reportada no trabalho citado comparativamente as condi¢des aplicadas na sintese da
ZIF-67 (DR), o rendimento obtido é satisfatorio, pois obteve-se aproximadamente % do
rendimento reportado em um tempo reacional 3 vezes menor e com menor desperdicio de
reagentes.

A morfologia da ZIF-67(DR) foi investigada a partir de micrografias obtidas por
MEV-FEG como mostrado nas micrografias apresentadas na Figura 26. Observa-se que 0s
cristais apresentam tamanhos irregulares, em uma faixa de distribuicdo de 300 nm a 1 pum, e
constituem-se de dodecaedros rombicos, o qual é a morfologia esperada. A heterogeneidade
observada nas dimencgfes dos cristais pode ser atribuida a concentragdo dos precursores na
solucéo reacional. Qian et al. (2012) demonstraram em seu trabalho que uma alta concentragéo
de precursores em solucdo desacelera a taxa de crescimento do cristal, gerando poliedros de
ZIF-67 com tamanhos regulares em escala nanométrica. Os autores obtiveram poliedros de
ZIF-67 com tamanho médio aproximado de 228 nm, entretanto utilizaram uma proporcao molar
ligante:solvente de 58:1100, ou seja, uma solucéo reacional 20 vezes mais concentrada do que
a solucdo reacional utilizada na sintese da ZIF-67(DR).

Figura 26 — Micrografias obtidas por MEV-FEG para a ZIF-67(DR). Micrografias obtidas com
magnificagdo de 50 kx (A) com a amostra disposta sobre fita de carbono. Micrografia obtida
com a amostra disposta sobre placa de silicio com magnificacéo de 50 kx (B).
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View field: 5.54 ym  Date(m/d/y): 11/23/20 LCMIC | UCS

Fonte: a autora
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A técnica de Espectroscopia de Raios-X por Dispersdo de Energia (EDS) foi
empregada para avaliar qualitativamente a distribuicdo e a homogeneidade espacial dos
elementos na formacdo da rede bem como indicar quantitativamente a proporcéo destes. O
espectro de EDS obtido bem como 0 mapeamento elementar estdo apresentados na Figura 27.

Como esperado, os elementos carbono, nitrogénio e cobalto estdo uniformemente
dispersos e em proporc¢des relativas ao que foi reportado no trabalho de Sun et al. (2020),
considerando os erros experimentais da medida. Os 4&tomos de oxigénio podem ser oriundos de
moléculas de solvente adsorvidas na rede ou ainda coordenadas ao cobalto. Os atomos de silicio
sdo oriundos da placa na qual a amostra foi disposta para analise e nenhum outro elemento pode

ser detectado, demonstando que o material ndo possuia contaminantes.

Figura 27 — Espectro e mapeamento elementar obtido por EDS para a ZIF-67(DR).
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Fonte: a autora

O teor de cobalto total presente na ZIF-67(DR) foi determinado pela técnica de ICP-
OES como sendo 0,223 g g*. Considerando que a massa total de ZIF-67(DR) obtida foi de

0,030 g e que para a sintese foram utilizados 1 mmol de nitrato de cobalto cuja massa de cobalto
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presente é de 0,058 g, o total de cobalto que ndo foi coordenado a ZIF € de 0,052 g. Isso
representa uma proporcao de 10,34% da massa de cobalto utilizada na sintese e presente na

ZIF-67 o que é coerente com o rendimento calculado inicialmente que foi de 13%.

5.1.2 Sintese e caracterizacdo morfoldgica do produto ZIF-67(NF)

Assim como na sintese da ZIF-67(DR), as mesmas condi¢Ges reacionais foram
empregadas para a obtencdo da ZIF-67 com a morfologia de nanofolhas [ZIF-67(NF)], exceto
gue neste caso uma mistura equivalente de agua e DMF foi empregada como solvente. A
ZIF-67(NF) foi obtida como um sélido de coloracéo preto-esverdeado e com um rendimento
de 15 mg (6,8%) em relacdo e massa inicial de cobalto. A morfologia da ZIF-67(NF) foi
confirmada por MEV-FEG como revelado pelas micrografias que demonstram a formacao de
um aglomerado de foliculos (Figura 28).

Em comparagdo com a ZIF-67(DR), a obtencdo em uma Unica etapa da ZIF-67 com
morfologia foliar ultrafina é bem menos comum. Os procedimentos que empregam uma mistura
de solventes, sendo que um dos solventes deve ser polar prético, como a agua, e o outro polar
aprotico, como o DMF, sdo essenciais para a formacao de morfologias foliares ultrafinas. Como
relatado anteriormente, solventes polares proticos direcionam ao crescimento lamelar da ZIF-
67 na terceira dimensdao. Embora ndo se tenha consenso sobre como o solvente polar aprético
influencia a regulacdo da espessura do cristal formado.

Os trabalhos de Wei et al. (2018), Zhao et al. (2020) e Sun et al. (2020) nos quais 0
meio reacional para sintese da ZIF-67 foi constituido de solucdo mista de agua e DMF (1:1),
levaram a solidos com morfologias foliares em plena concordancia com as micrografias obtidas
para a rede ZIF-67(NF) neste trabalho. Entretanto, nenhum dos trabalhos reportou dados

referentes ao rendimento das ZIF-67.
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Figura 28 — Micrografias obtidas por MEV-FEG para a ZIF-67(NF). Micrografias obtidas com
magnificacdo de 50 kx (A) com a amostra disposta sobre fita de carbono e com magnificacao
de 200 kx (B) com a amostra disposta sobre placa de silicio.

SEM HV: 10.0 kV WD: 7.98 mm MIRA3 TESCAN

SEM MAG: 50.0 kx Det: In-Beam SE 1um
View field: 5.54 ym  Date(m/dly): 11/23/20 LCMIC | UCS

SEM HV: 12.0 kV WD: 6.96 mm MIRA3 TESCAN
SEM MAG: 200 kx Det: In-Beam SE 200 nm
View field: 1.38 ym Date(m/dly): 08/04/21 LCMIC | UCS

Fonte: a autora

O espectro de EDS obtido para a ZIF-67(NF) (Figura 29), demonstra que estdo
presentes os elementos carbono, oxigénio e cobalto, sendo que o elemento nitrogénio nédo foi
detectado. SupGe-se que a raia do nitrogénio, que ¢ um elemento leve tenha sido “mascarada”
pela alta voltagem da radiacdo incidente.

Porém, a presenca de atomos de carbono em propor¢do adequada aos demais
componentes, corrobora com as micrografias obtidas por MEV-FEG que demonstram a
formagéo de nanofolhas de ZIF-67 em plena concordancia com a literatura.
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Figura 29 — Espectro e mapeamento elementar obtidos por EDS para a ZIF-67(NF)
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O teor de cobalto total presente na ZIF-67 (NF) determinado pela técnica de ICP-OES
foi de 0,405 g g*. Atingindo aproximadamente o dobro do teor de cobalto detectado na ZIF-67
(DR). Entretanto, como foi produzido a metade do valor em massa, ou seja, 0,015 g de ZIF-
67(NF), o total de cobalto que ndo foi coordenado a ZIF-67 (NF) é analogo ao valor calculado
para a ZIF-67(DR), ou seja, 0,052 g. O que significa que ha um maior teor de cobalto
coordenado na ZIF-67 (NF), pois a massa aferida foi aproximadamente a metade da massa

obtida para a ZIF-67 (DR). Este resultado é coerente com as analises obtidas por EDS para
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ambas as ZIF-67 (Figura 27 e Figura 29), ja que esta demonstrou que a ZIF-67 (NF) possui uma
porcentagem atémica de cobalto de 0,37% contra 0,30% para a ZIF-67 (DR).

5.1.3 Sintese e caracterizacdo morfoldgica do produto ZIF-67(MP)

A sintese da ZIF-67 empregando-se apenas dgua como solvente levou a formagdo de
um solido de coloracdo marrom-avermelhada e com um rendimento de 14 mg (6,3%).

As micrografias obtidas pela analise de MEV-FEG e apresentadas na Figura 30,
revelam que a ZIF-67(MP) foi gerada com uma morfologia de placas com tamanho
micrométrico e regular de aproximadamente 2 um de didmetro, confirmando assim a obtencéo
da ZIF-67 com morflogia de microplacas [ZIF-67(MP)]. Embora a sintese de redes ZIF-67 com
morfologias 2D tenham ganhado um espaco consideravel nos ultimos tempos, as ZIF-67 com
morfologia de placas sdo raramente observadas. Em geral, 0 emprego de solu¢bes aquosas
levam a formacéo de ZIF-67 3D quando uma proporgdo alta entre o ligante e o ion metalico é
utilizada (acima de 20:1). J& 0 emprego da &gua com solvente em misturas reacionais contendo
proporcOes relativamente baixas entre o ligante e o ion metalico (8:1) levam a ZIF-67 com
morfologia foliar de espessura micrométrica (FENG; WANG; YAO, 2021).

Pelo menos no que tange 0 nosso conhecimento, até esse momento, apenas dois
trabalhos obtiveram a ZIF-67 com a morfologia de microplacas. Wei et. al. (2018) reportaram
a obtencdo de microplacas da ZIF-67 com baixa regularidade quanto as dimensdes e em
condicdes sintéticas semelhantes as empregadas neste trabalho. Porém, utilizou-as como
precursores de Coz04 sem reportar muitos detalhes da obtengo da rede em si. J& Sun et. al.
(2020) também relataram a obtencao da ZIF-67 com morfologia de microplacas com tamanhos
mais regulares das placas obtidas por Wei, diluindo a solucéo reacional por um fator de diluicéo

igual a 2. Nenhum dos trabalhos citados reportou o rendimento para as ZIF-67.
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Figura 30 — Micrografias obtidas por MEV-FEG para a ZIF-67(MP). Micrografias obtidas com
magnificacdo de 20 kx (A) com a amostra disposta sobre fita de carbono e com magnificacdo
de 15 kx (B) com a amostra disposta sobre placa de silicio.
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Fonte: a autora

O espectro de EDS (Figura 31) obtido para a rede ZIF-67(MP) apresenta uma
proporgdo equivalente aos dois trabalhos de referéncia citados anteriormente dos elementos
carbono, nitrogénio, cobalto e oxigénio. Ainda, o mapeamento elementar exibe uma
distribuicdo uniforme dos elementos que constituem a ZIF-67(MP) ao longo de toda a amostra,

0 que demonstra a formagéo de uma estrutura ZIF-67 com composi¢éo bem definida.
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Figura 31 — Espectro e mapeamento elementar obtido por EDS para ZIF-67(MP)
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O teor de cobalto total determinado pela técnica de ICP-OES para a ZIF-67 (MP) foi
de 0,536 g g*. Considerando que foram formados 0,014 g de ZIF-67 (MP) utilizando-se 1 mmol
de nitrato de cobalto, 0,044 g de cobalto utilizado na sintese ndo foi coordenado na ZIF.
Comparativamente com a ZIF-67 (DR) e com a ZIF-67 (NF), a ZIF-67 (MP) é, das 3
conformac0es de ZIF-67 estudadas a estrutura com maior teor de cobalto; o que corrobora com
a analise de EDS (Figura 31) que apontou uma porcentagem atémica de 4,36% de cobalto.

Pode-se inferir ainda que o teor de cobalto presente nas redes 2D sintetizadas é maior
que o teor detectado na rede 3D. Entretanto, os 3 procedimentos sintéticos desperdicam cerca

de 80% da massa de cobalto utilizada.
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5.2 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DAS ZIF-67

A Figura 32 e a Figura 33 apresentam os difratogramas obtidos por DRX para as redes
ZIF-67 sintetizadas, podendo-se observar a estrutura cristalografica e a pureza de fase dos
materiais.

Para a ZIF-67(DR) (Figura 32) a anélise de fases cristalinas foi realizada a partir do
padrdo simulado do banco de dados POW_COD cartdo 00-711-1973 para a rede ZIF-67. Os
principais picos de difracdo caracteristicos da rede ZIF-67 com morfologia de dodecaedros
rébmbicos (20 = 7,37°, 10,43° 12,79° e 18,12°) foram indexados aos respectivos planos
cristalogréficos, designando-se uma estrutura cubica do tipo SOD, com parametros de cela de
17,03 A. Os dados obtidos estdo em concordancia com a analise de cristal Unico da ZIF-67
reportada por Banerjee et al. (2008) e com trabalhos posteriores (GROSS; SHERMAN; VAJO,
2012; SUN et al., 2020). Os picos de difracdo de Bragg, 0s quais se apresentam intensos e

estreitos, sdo caracteristicos de materiais com elevada cristalinidade.

Figura 32 — Difratograma obtido por DRX para a ZIF-67(DR) com principais picos indexados
a partir do padrdo simulado obtido no banco de dados POW_COD cartdo 00-711-1973.
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Diferentemente do que foi observado no difratograma obtido para a ZIF-67(DR), nos
difratogramas das redes ZIF-67 2D (Figura 33) observam-se menos picos caracteristicos da rede
ZIF-67 e em posicOes diferentes. Segundo Zhao et al. (2020), as posi¢des de picos dos cristais
2D e 3D de redes ZIF-67 combinam entre si apenas quando as monocamadas sdo compactadas
de maneira eclipsada na terceira direcdo, sendo completamente diferentes quando as camadas
sdo compactadas no modo escalonado.

A analise de fase cristalina a partir de um padréo simulado néo foi possivel para as
redes ZIF-67 2D sintetizadas. O difratograma obtido para a rede ZIF-67(NF) apresenta baixa
intensidade e alargamento dos picos; perfil ndo adequado para tal determinacdo. Ja o
difratograma obtido para a rede ZIF-67(MP) apresenta picos estreitos e intensos; no entanto
ndo ha cartdes compativeis com o perfil cristalografico do difratograma em bancos de dados
cristalogréficos. Possivelmente devido a recente obtencdo da rede tais pardmetros ainda nédo
tenham sido determinados.

No entanto, os perfis cristalograficos obtidos para as redes ZIF-67 sintetizadas neste
trabalho, estdo de acordo com os perfis reportados em trabalhos anteriores. O difratograma
reportado por Anandhababu et. al. (2018) para nanofolhas de ZIF-67 obtidas por sintese
hidrotérmica a 120 °C, em que foi empregado uma mistura equivalente de gua e DMF, exibiu
picos em 26 = 11° e 23° (ANANDHABABU et al., 2018). Apesar de apresentarem maior
intensidade e menor alargamento do que os picos observados no difratograma da ZIF-67(NF)
obtida neste trabalho, o procedimento sintético ndo foi analogo. No entanto, no trabalho de
Wang et. al (2018) cuja sintese da ZIF-67 com morfologia de nanofolhas acorreu a partir da
cristalizacdo orientada por surfactante, foi demonstrado um perfil cristalografico idéntico ao
obtido neste trabalho que também é analogo ao reportado por Sun et. al. (2020) no qual 0s picos
de difracdo de Bragg sao largos e de baixa intensidade localizados com maior proeminéncia em
20=11%¢ 23°.

Como ja descrito anteriormente, investigacfes de redes ZIF-67 com morfologia de
placas sdo ainda escassas e até o momento limitadas a dois trabalhos, o que limita essa
comparagdo. As placas de ZIF-67 sintetizadas por Wei et. al. (2018) exibiram picos de difracdo
em posicoes distintas das posi¢cOes observadas no difratograma obtido para a ZIF-67(MP).
Porém, no trabalho de Wei, foi utilizada uma solugdo com o dobro da concentracdo de
precursores 0 que pode ter levado a formacgédo de uma estrutura cristalina ndo definida, ja que
no trabalho reportado pelos autores outras técnicas de caracterizacdo foram aplicadas somente
para o derivado obtido da estrutura ZIF-67, 0 Co304. O trabalho mais recente, reportado por

SUN et. al. (2020) demonstra um perfil cristalografico para a rede ZIF-67 com morfologia de
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microplacas idéntico ao obtido neste trabalho, com picos de difragéo finos e pronunciados com
maior proeminéncia em 260 = 19° e 38°. Ainda, segundo o trabalho reportado por Yang et al.
(2019) na sintese da rede ZIF-8, um analogo estrutural da ZIF-67, os picos de difracéo
pronunciados entre 20 = 15° e 20° caracterizam a formacéo da estrutura 2D da ZIF (YANG et
al., 2019).

Figura 33 — Difratogramas obtidos por DRX para a ZIF-67(NF) e para a ZIF-67(MP).

—— ZIF-67(MP)
ZIF-67(NF)

Intensidade (u.a.)

T J T T T T T v T v T v T v
5 10 20 30 40 50 60 70 80

20 (graus)

Fonte: a autora

A técnica de ATR-FTIR também foi empregada para avaliar a formagéo das ZIF-67.
Na Figura 34 sdo apresentados 0s espectros obtidos para o ligante 2-metilimidazol (Figura
34-A) e para a ZIF-67(DR) (Figura 34-B). Ao comparar oS espectros, a banda larga
caracteristica das interacdes N-H do ligante na faixa de 2200 a 3200 cm™* desaparece no espectro
da ZIF-67(DR), surgindo neste espectro uma banda de absor¢do forte e intensa em 418 cm™
caracteristica da ligacdo N-Co. As demais vibracfes provenientes das ligacdes do anel do
ligante continuam presentes no espectro da ZIF-67(DR), caracterizando a formacgdo mediada
pelo solvente utilizado na sintese da rede ZIF-67 3D e corroborando com as analises de

caracterizacéo anteriores.
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Figura 34 — Espectros obtidos por espectroscopia de absor¢do no infravermelho (ATR-FTIR)
para o 2-metilimidazol (A) e para a ZIF-67(DR) (B)
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Os espectros de ATR-FTIR obtidos para as redes 2D estdo apresentados na Figura 35.
Pode-se detectar, mesmo apresentando sinais de baixa intensidade a presenca de algumas
bandas que caracterizam a formacdo da rede ZIF-67. A banda em 1356 cm™ esta presente em
ambos os espectros e foi atribuida no trabalho de Zhao et. al. (2020) as vibrag¢Ges do anel de 2-
metilimidazol, assim como as bandas abaixo de 500 cm™! so caracteristicas de interagdes de

metal, no caso cobalto com atomos de nitrogénio e oxigénio. H& ainda a presenca da banda
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caracteristica da ligacdo N-H na faixa de 3500 cm™, atribuida as interagGes intercamadas das
redes 2D.

De maneira geral, as bandas de absor¢do observadas nos espectros obtidos por FTIR
se ajustam aos padrdes caracteristicos de formacéo de redes ZIF-67, pois estdo de pleno acordo
com os trabalhos de Zhao et. al. (2020) e também de SUN et al. (2020).

Figura 35 — Espectros obtidos por espectroscopia de absorcao no infravermelho (ATR-FTIR)
paraa ZIF-67(NF) (A) e para a ZIF-67(MP) (B).
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53 CARACTERIZACAO FISICA VIA ADSORCAO DE GAS DAS ZIF-67

A partir da anélise de &rea de superficie pelo método BET e do volume e tamanho de poro
pelos métodos BJH e DFT, obteve-se as caracteristicas texturais dos materiais sintetizados,

como apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 — Area de superficie, volume de poros e tamanho de poros obtidos pelo método BET
de sorcéo e dessorcao de N2 para as ZIF sintetizadas

ZIF Area de superficie Volume de poros? Tamanho de poros®
(m?g?) (cm®g™) (nm)
ZIF-67(DR) 1223,86 0,72 1,18
ZIF-67(NF) 104,49 0,47 8,99
ZIF-67(MP) 38,18 0,05 2,51

2 Volume de poros total estimado por P/P¢=0,98. ® Raio médio dos poros.

Fonte: a autora

A rede ZIF-67(DR) apresenta uma isoterma de absor¢do do Tipo I, sem qualquer
histerese, caracteristica de materiais microporosos e demonstra uma area de superficie elevada.
A faixa de distribui¢cdo do tamanho de poros é estreita e esta centrada abaixo de 2 nm, o que
evidencia sua estrutura microporosa. Propriedades texturais semelhantes da rede séo reportadas
na literatura. Numa sintese em temperatura ambiente utilizando metanol como solvente,
Panchariya et al. (2018) obteve a ZIF-67 com morfologia de dodecaedros rdmbicos com uma
area de superficie de 1.392,30 m? g%, volume de poros de 0,73 cm® g e tamanho de poros de
1,97 nm. Em um outro trabalho, reportado por Zhao et al. (2020) a rede ZIF-67 3D apresentou
area de superficie de 1.470 m? g também com microporos abaixo de 1,5 nm. Ja a rede ZIF-67
sintetizada por Zhou et al. (2017) apresentou uma area de superficie um pouco mais elevada,
atingindo 1.888 m? g%, porém com volume e tamanho de poros de 0,72 cm®g™ e 1,2 nm,
respectivamente, os quais sdo comparaveis aos valores observados para a ZIF-67(DR).

Diferentemente da rede ZIF-67(DR), os materiais 2D ZIF-67(NF) e ZIF-67(MP)
exibem isoterma de absorcdo do Tipo IV, com significante histerese, o que d& indicios da
formacdo de micro e mesoporos. Ambas as redes apresentam area de superficie
significativamente inferiores a da ZIF-67(DR), com porosidade também inferior; 0,47 cm® g
e 0,048 cm? g respectivamente. A ZIF-67(NF) apresenta uma larga faixa de tamanho de poros,
cuja predominancia esta dentro da escala de mesoporos (de 2,7 nma 12,3 nm), 0 que caracteriza

uma estrutura mesoporosa com diametro de poros bastante irregulares, cuja média foi
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determinada em 8,9 nm. J& a ZIF-67(MP) apresenta-se com maior linearidade de didmetro de
poros. Numa faixa estreita de distribuicdo; entre 1,8 nm e 3,6 nm, cujo tamanho médio foi
estimado em 2,51 nm estando, portanto, muito proxima da faixa considerada para estrutura
microposa (>2 nm).

De maneira geral, estruturas 2D apresentam propriedades texturais, como area de
superficie e porosidade distintas das redes 3D. O trabalho de Wei et al. (2018), cuja rede ZIF-
67 com morfologia de folhas ultrafinas foi sintetizada em condi¢cdes semelhantes a deste
trabalho, reporta uma rede com area de superficie de 70 m? g%, volume de poros de 0,40 cm® gt
e didmetro de 12 nm. Propriedades texturais das placas de redes ZIF-67 sintetizadas por Wei et
al. (2018) foram reportadas como sendo, 22,4 m? g* de area de superficie, 0,1 cm® g de volume
de poros e 22,3 nm de tamanho destes.

Diante do exposto, pode-se inferir que os resultados obtidos referentes as
caracteristicas das redes ZIF sintetizadas neste trabalho sdo satisfatérios, uma vez que todas as
redes apresentam caracteristicas similares a trabalhos publicados na literatura.

5.4 INVESTIGACAO DA ATIVIDADE BIOMIMETICA TIPO PEROXIDASE

Com o objetivo de avaliar a atividade biomimética tipo peroxidase das trés diferentes
morfologias de ZIF-67 frente a um substrato fendlico, foi selecionado o 2-metoxifenol,
usualmente denominado como guaiacol. Além de um substrato modelo para reacGes catalisadas
por enzimas peroxidase, 0 guaiacol também é considerado um substrato modelo para a
degradacdo da lignina, pois sua estrutura é encontrada nas unidades constituintes da
macromolécula.

Para avaliar o poder catalitico das ZIF-67 foram adotados inicialmente os pardmetros
reacionais reportados por MACIEL et al. (2007), ou seja, temperatura reacional de 30 °C em
ambiente levemente acido (pH 6). Porém, pequenas modificacbes ao método reportado foram
necessarias, como a incubacdo por 3 min sob agitacdo vigorosa visando a dispersdo das
particulas do catalisador no meio reacional.

A Figura 36 apresenta as curvas obtidas por meio da plotagem dos dados fornecidos
pela analise em UV-Vis dos 3 sistemas reacionais no qual as ZIF-67 foram utilizadas como
catalisadores. A atividade das redes ZIF-67 foi avaliada, bem como os dados de absorbancia de
uma reacédo de controle na qual o catalisador foi omitido. As curvas representam a absorbancia

versus tempo, obtidas no comprimento de onda de absor¢éo do tetraguaiacol, que € de 470 nm,
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e em um intervalo de tempo predefinido de 10 min. As leituras foram realizadas ap0s o periodo
de incubagdo de 3 minutos e sob constante agitagao.

Figura 36 — Curvas de absorbancia versus tempo obtidas por espetroscopia no UV-Vis (470
nm) em que as ZIF-67 com diferentes morfologias foram aplicadas como catalisadores da
reacao de oxidacao do guaiacol na presenca de H20>
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Fonte: a autora

De acordo com a Figura 36 , pode-se observar que as redes ZIF-67, possuem atividade
catalitica tipo peroxidase nas 3 morfologias investigadas. A absorcéo na faixa de comprimento
de onda caracteristica do produto de oxidacdo do substrato modelo é um dos indicativos. Outro
indicio que corrobora com tal afirmacao é a inexisténcia de absor¢cdo em 470 nm na auséncia
de particulas ZIF. Sendo assim, pode-se afirmar que o catalisador da reacdo de oxidacdo do
guaiacol a tetraguaiacol € a ZIF-67. Ainda, a atividade do catalisador esta relacionada com o
arranjo morfologico e estrutural das redes ZIF, ja que obteve-se curvas distintas de absor¢édo
para cada rede ZIF investigada.

Diante das curvas de absorbancia (Figura 36) proveniente das reagdes utilizando as
particulas ZIF-67 como catalisador biomimético e tomando-se as equacdes 1 e 2, conforme
descrito no item 4.2.7.2, pode-se definir a atividade catalitica das 3 ZIF-67 sintetizadas. As

curvas foram construidas a partir de uma média de analises efetuadas em triplicata e possuem
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linearidade confiavel (R? > 0,99). A inclinagdo da curva fornece os dados de absorbancia por
unidade de tempo em minutos para cada sistema reacional, dado necessario para o célculo da
atividade especifica.

A atividade especifica (SA) biomimética tipo peroxidase das redes ZIF-67(MP),
ZIF-67(NF) e ZIF-67(DR) foi calculada como sendo, respectivamente, 0,006 U mg, 0,003
Umg?e 0,002 U mg™. Os resultados preliminares obtidos, estdo de acordo com o esperado
considerando que MOF 2D como a ZIF-67(MP) e ZIF-67(NF), possuem os locais ativos para
difusdo de espécies muito mais acessiveis em sua superficie se comparadas as redes 3D (ZHAO
et al., 2018). Embora em reacdes cataliticas a area de superficie elevada do catalisador seja um
fator favorével a reagdo, neste caso constatou-se inicialmente que esta ndo exerceu influéncia
na oxidacdo do substrato, pois a rede ZIF-67(DR) possui uma area de superficie especifica 10
vezes maior, e uma atividade menor que as redes 2D. Além disso, nas ZIF-67 2D foi detectado
pela técnica de ICP-OES teores mais elevados de cobalto do que na ZIF-67 3D. Sendo assim,
a atividade catalitica foi influenciada pela acessibilidade e quantidade de locais ativos das redes
ZIF-67.

Diante disso, a rede ZIF-67(MP) foi escolhida para catalisar as reacdes de otimizacao

dos par@metros reacionais favoraveis a atividade tipo peroxidase das redes ZIF-67 sintetizadas.

55 OTIMIZACAO DOS PARAMETROS REACIONAIS

Visando detectar as condicdes reacionais favoraveis a atividade catalitica das redes
ZIF-67 na reacdo de oxidacdo do substrato guaiacol na presenca de H.O, o efeito da
temperatura, do pH e da concentragéo de catalisador foram investigados, sendo cada parametro

variado individualmente em cada conjunto de experimentos.

5.5.1 Efeito da temperatura na atividade catalitica biomimética da ZIF-67

O efeito da temperatura sobre a atividade catalitica das ZIF-67 foi investigado
utilizando-se a rede ZIF-67(MP) como catalisador. Conforme descrito no item 4.2.8.1, foram
conduzidas reagdes de oxidagédo do substrato guaiacol em 3 temperaturas distintas, mantendo-
se as demais condicdes constantes. Objetivando favorecer a adequada disperséo da ZIF-67(MP)
no meio reacional, foi adotado o procedimento em que a ZIF-67 foi submetida a um banho de
ultrassom 15 minutos antes de ser incorporada a mistura. Esta, acondicionada na cubeta, foi

mantida em modo estatico na temperatura programada antes da adi¢do do peroxido. Assim,
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estando a solugdo em equilibrio térmico pode-se avaliar o efeito da temperatura na formagéo
do produto nos primeiros segundos da reagdo que foi iniciada pela adi¢do de H>O».

Como pode-se observar no grafico apresentado na Figura 37-A, a temperatura exerce
uma forte influéncia na formacéo do tetraguaiacol. Quando a temperatura reacional foi 30 °C,
observa-se um aumento mensuravel da absorbancia que inicia apenas ap6s 10 minutos. Quando
a ensaio é realizado a 40 °C, observa-se que o aumento na absorbancia inicia-se em um tempo
de 8 minutos. Em ambas as temperaturas, a absorbancia apresenta um comportamento linear
com relacdo o tempo de analise. Quando a temperatura foi ajustada em 50 °C, a porcdo linear
da curva inicia em 4 min de ensaio, com uma variagdo acentuada até 10 min, permanecendo
praticamente constante até o final da analise. Segundo Wang (WANG et al., 2021),
temperaturas acima de 50 °C favorecem a decomposicdo do H2O», tornando o meio mais
oxigenado. Como consequéncia a atividade do catalisador ZIF-67 é otimizada.

A insercdo (Figura 37-B), demonstra a linearidade das curvas em diferentes tempos de
reacdo para as 3 temperaturas avaliadas. Tomando-se a inclinagéo de cada curva e aplicando-
se as equacdes 1 e 2 foi possivel determinar a atividade especifica (SA) para a ZIF-67(MP)
como sendo 0,002 U mg?, 0,003 U mg™e 0,013 U mg?, nas temperaturas 30 °C, 40 °C e 50 °C,
respectivamente. Sendo assim, a temperatura de 50 °C foi escolhida como a temperatura 6tima

de reacéo.

Figura 37 — Plotagem dos dados de absorbancia versus tempo obtidos para as 3 temperaturas.
(A) Dados de absorbancia obtidos a cada 15 s em um tempo total de 20 min. (B) Curvas obtidas
na faixa onde a absorbancia é linear ao tempo.
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5.5.2 Efeito do pH na atividade catalitica biomimética da ZIF-67

Assim como com a temperatura, o efeito do pH reacional sobre a atividade do
catalisador ZIF-67(MP) também foi avaliado. Conforme descrito no item 4.2.8.2, as reacdes
foram conduzidas a 50 °C, tendo sido definida como a temperatura 6tima de reacao dentro da
faixa investigada. Diferentes espécies de solucdo tampdo foram utilizadas para garantir a
eficiéncia tamponante, j& que estas perdem sua capacidade quando ajustadas para valores de
pH distantes de sua constante de dissociagdo. Demais parametros e procedimentos reacionais
foram mantidos analogos ao que foi reportado em item anterior.

O grafico apresentado na Figura 37, demonstra as curvas de absorbancia versus tempo
nas quais as reagdes foram conduzidas em diferentes valores de pH, bem como os dados obtidos
nas reacdes de controle omitindo-se a adi¢do do catalisador ZIF-67(MP). Reacdes de controle
foram conduzidas visando detectar a influéncia que as espécies das solugdes tampao poderiam
exercer na oxidagdo do substrato guaiacol. Para tanto, o catalisador ZIF-67(MP) foi suprimido
da reacdo sendo substituido por um igual volume de agua pura.

Entretanto nenhuma alteracdo apreciavel foi observada a 470 nm, o que demonstra que
as espécies tamponantes utilizadas sdo ideais para a investigacdo do efeito do pH sobre a
atividade do catalisador.

Os dados de absorbancia versus tempo obtidos (

Figura 38) demonstram que a reacdo de oxidagéo do substrato guaiacol a tetraguaiacol
catalisada pela ZIF-67(MP) na presenca de H20> é altamente influenciada pelo pH reacional.
Em ambientes &cidos (pH 4 e 5) a absorbancia que representa a formacédo do produto é linear
ao tempo numa faixa estreita (entre 5 e 7 min) e com baixa variagao. Nestes ambientes, a reagdo
atinge um platd similar ao de uma saturagdo enzimatica. Ajustando o pH para 6 ou 7 uma faixa
linear mais ampla de formacdo do produto é observada. Entretanto, quando o ambiente torna-
se alcalino (acima de pH 8) a oxidacdo do substrato tem inicio nos primeiros segundos, logo a
adicédo de H>O>. Poderia-se atribuir o maior desempenho do catalisador em ambiente alcalino a
solubilidade do substrato j& que compostos fendlicos como o guaiacol apresentam maior
solubilidade em ambientes alcalinos. Entretanto, enzimas do tipo peroxidases reportadas em
trabalhos anteriores (MACIEL et al., 2007; MOTAMED; GHAEMMAGHAMI,
ALEMZADEH, 2009; YADAYV; RAI; YADAV, 2017) exibem atividade catalitica 6tima em
reacOes utilizando o mesmo substrato modelo em ambientes aquosos neutros a levemente

acidos; inclusive a decomposicdo do peroxido é catalisada em condi¢des acidas. De forma



78

adversa, a atividade catalitica da rede ZIF-67(MP) é favorecida em ambientes alcalinos (pH 8-
9).

Figura 38 — Plotagem dos dados de absorbancia versus tempo obtidos por espetroscopia no UV-
Vis (470 nm) para os ensaios de oxidagdo do guaiacol conduzidas em ambiente acido (valores

de pH de 4 a 6), neutro (pH 7) e alcalino (valores de pH de 8 a 10).
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Para os calculos de atividade catalitica especifica, nos diferentes valores de pH, foram
utilizadas as porcdes lineares das curvas obtidas e as equacfes 1 e 2. A Figura 39 reporta 0s
gréaficos de absorbancia versus tempo na faixa de linearidade nos valores de pH investigados,
bem como os valores calculados de atividade especifica do catalisador para cada faixa. O pH 9

foi escolhido como o pH 6timo de reagao, atingindo o valor de 0,050 U mg™.
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Figura 39 — Plotagem dos dados de absorbancia versus tempo na faixa linear do curso da reacéo.
A) valores de pH acidos a neutro e B) valores de pH alcalinos.
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Fonte: a autora

5.5.3 Efeito da concentracdo do catalisador

A concentracdo do catalisador ZIF-67(MP) na reacdo de oxidacdo do substrato
guaiacol foi avaliada variando-se a concentracdo deste conforme descrito no item 4.2.8.3.
Devido a propenséo a erros na medida de massa do catalisador, para massas inferiores a 1 mg,
utilizou-se aliquotas de uma suspensdo contendo 1 mg mL™.

A Figura 40 apresenta a plotagem grafica dos dados de absorbancia versus tempo
obtidos para as 5 concentracdes de catalisador distintas investigadas. Como ja esperado a
absorbancia aumenta com o aumento da concentragdo em massa do catalisador visto que mais
particulas deste estdo interagindo com o substrato e aumentando a taxa de sua conversao em
produto. Assim, para que a concentracdo em massa tenha um efeito significativo na reacao,
quando a concentracdo do catalisador € dobrada, a formacéo do produto também deve dobrar.
Como se pode verificar na Figura 39 (B) isso ocorreu até uma concentragdo de 0,284 mg mL™,
ja que a curva obtida por regressao linear da variacdo da absorbancia versus concentracdo de
catalisador possui boa linearidade; o que ndo ocorre com concentrag0es maiores de catalisador.
Portanto, a concentracéo ideal de catalisador para a reagdo foi definida como 0,284 mg mL™ ou

1 mg de catalisador.
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Figura 40 — (A) Plotagem dos dados de absorbancia versus tempo obtidos por espetroscopia no
UV-Vis (470 nm) empregando diferentes quantidades da ZIF-67(MP). (B) regressao linear
obtida para concentragfes do catalisador inferiores a 0,284 mg mL™.
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Diante do exposto, os parametros reacionais favoraveis a reacdo de oxidacdo do
substrato guaiacol pela rede ZIF-67(MP) como um catalisador mimético de peroxidase, foram
definidos como sendo: temperatura de 50 °C, ambiente alcalino (pH 9) e concentracdo de

catalisador de 0,284 mg mL™,

5.6 DETERMINACAO DAS CONSTANTES CINETICAS

A velocidade méxima (Vmax) bem como a constante de Michaelis (Km) para a reagdo
de oxidacdo do substrato fendlico guaiacol catalisada pela rede ZIF-67(MP), foram
determinadas conforme descrito no item 4.2.9 deste trabalho.

As Figuras 40 e 41 apresentam a plotagem gréafica da velocidade da reacdo versus
concentracdo do substrato (grafico de Michaelis-Menten) bem como os graficos de duplo
reciproco obtidos para o substrato H>O> (Figura 41) e guaiacol (Figura 42). Conforme descrito
no item 4.2.9 a velocidade da reacéo foi estimada convertendo-se os valores de absorbancia da
solugéo reacional obtidos por UV-Vis em concentracdo de produto, aplicando-se a equagdo de

Lambert-Beer.
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Figura 41 — Plotagem dos dados de concentragéo versus velocidade inicial (curva de Michaelis-
Menten) e respectivo grafico de duplo-reciproco obtidos para a reacdo catalisada pela rede
ZIF-67(MP) para o substrato H20..
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Figura 42 — Plotagem dos dados de concentragédo versus velocidade inicial (curva de Michaelis-

Menten) e respectivo grafico de duplo-reciproco obtidos para a reacao catalisada pela rede
ZIF-67(MP) para o substrato guaiacol.
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As rede ZIF-67(DR) e ZIF-67(NF) também foram aplicadas como catalisadores da
reacdo de oxidagdo do guaiacol na presenga de H.O2. Os experimentos foram conduzidos
utilizando-se as condicdes otimizadas de pH, temperatura e concentracédo de catalisador.

As constantes cinéticas (Vmax € Km) da mesma reacdo utilizando os catalisadores
ZIF-67(DR) e ZIF-67(NF) foram determinadas utilizando o mesmo procedimento que o
utilizado para a rede ZIF-67(MP). Os graficos de Michaelis-Menten bem como seus respectivos

duplos reciprocos para estas reacfes estdo reportados nas Figura 43, 44, 45 e 46.

Figura 43 — Plotagem dos dados de concentragéo versus velocidade inicial (curva de Michaelis-
Menten) e respectivo grafico de duplo-reciproco obtidos para a reacdo catalisada pela rede
ZIF-67(DR) para o substrato H>O>.
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Figura 44 — Plotagem dos dados de concentragéo versus velocidade inicial (curva de Michaelis-
Menten) e respectivo grafico de duplo-reciproco obtidos para a reacdo catalisada pela rede
ZIF-67(DR) para o substrato guaiacol.
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Figura 45 — Plotagem dos dados de concentragéo versus velocidade inicial (curva de Michaelis-

Menten) e respectivo grafico de duplo-reciproco obtidos para a reacdo catalisada pela rede
ZIF-67(NF) para o substrato H>O».
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Figura 46 — Plotagem dos dados de concentragéo versus velocidade inicial (curva de Michaelis-
Menten) e respectivo grafico de duplo-reciproco obtidos para a reacdo catalisada pela rede

ZIF-67(NF) para o substrato guaiacol.
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Os gréficos de Michaelis-Mentem obtidos para ZIF-67(MP), ZIF-67(DR) e ZIF-

67(NF) confirmam que esses materiais comportam-se como miméticos enzimaticos de

peroxidase em reacdes cataliticas de oxidacao de substratos fendlicos, haja vista que o platé de

saturacdo do sitio catalitico é observado em todas as curvas.

Entretanto, exibem

comportamentos distintos. Os valores de Vmax € Km obtidos na reacdo de oxidagdo tanto para o

substrato guaiacol quanto para o H2O> estéo listados na Tabela 2.

Tabela 2 — Tabela dos valores das constantes cinéticas calculadas para as redes ZIF-67 (MP,
DR e NF) para os substratos H20- e guaiacol

_ Km (mmol L) Vmax (umol L1 s1)
Catalisador
H202 Guaiacol H202 Guaiacol
ZIF-67(MP) 1,083 9,847 0,565 0,437
ZIF-67(DR) 0,859 6,718 1,143 1,520
ZIF-67(NF) 1,061 16,77 0,507 1,900

Fonte: a autora
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Diferentemente do observado inicialmente, a ZIF-67(DR) demonstrou maior afinidade
tanto pelo H>O> quanto pelo substrato guaiacol com valores de Km levemente inferiores para
ambos do que os valores calculados para as redes 2D. Quanto a taxa de conversao (Vmax), a
ZIF-67(DR) tambem foi superior as demais redes para o substrato H.O e comparavel com a
ZIF-67(NF) para o substrato guaiacol. Entretanto, a ZIF-67(NF) demonstrou a menor afinidade
pelo guaiacol. Isso significa que a eficiéncia da rede ZIF-67(NF) depende de altas
concentragdes do substrato, o que ndo ocorre com a ZIF-67(DR).

Cabe inferir que a divergéncia entre a atividade das ZIF-67 observado inicialmente
que apontou a ZIF-67(MP) como catalisador mais eficiente entre as redes estudadas e os valores
obtidos das constantes cinéticas de reacdo, pode estar relacionado com o método de dispersdo
das particulas no meio reacional. Inicialmente, os catalisadores ZIF-67 foram simplesmente
dispersos no meio reacional por agitacdo. Posteriormente, visando maior eficiéncia de
dispersdo, os catalisadores foram dispersos em agua e sonicados em banho ultrassénico por 15
min. Possivelmente, durante o processo de sonicacdo a ZIF-67(DR) que inicialmente havia
apresentado a menor atividade, tenha liberado moléculas de solvente (metanol) adsorvidas nos
poros; deixando os sitios cataliticos de cobalto mais expostos e facilitando a difusdo das
espécies.

Visando detectar a influéncia do processo de sonicacdo sobre a atividade catalitica das
ZIF-67, foram conduzidos experimentos cuja metodologia inicial foi repetida; porém, os
catalisadores ZIF-67 foram sonicados em banho ultrassdnico antes de serem aplicados como
catalisadores. As Figuras 47 e 48 reportam os dados de absorbancia versus tempo destas
reacOes, bem como fotografias da cubeta contendo o sistema reacional ao fim de cada anélise
por UV-Vis. Como € possivel observar (Figura 47) ao submeter a ZIF-67 (DR) ao processo
ultrassbnico a mesma apresentou atividade especifica de 0,016 U; bem maior que a atividade
especifica da mesma quando ndo submetida ao processo ultrassdnico (SA = 0,002 U). De
maneira contraria, as ZIF-67 2D (Figura 48) apresentaram atividade especifica apds o processo
ultrassonico de aproximadamente 0,001 U; menor que a atividade especifica calculada quando
ambas as ZIF-67 foram aplicadas como catalisadores sem terem sido submetidas ao processo
ultrassénico. Os valores de atividade especifica corroboram com os valores calculados de Km e
Vmax (Tabela 2), sendo que, apo6s o processo ultrassénico a ZIF-67 (DR) apresenta-se como 0
catalisador mais eficiente da reacdo de oxidagédo do substrato guaiacol entre as 3 conformacdes

estruturais e morfoldgicas de ZIF-67 estudadas.
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Figura 47 - Curvas de absorbancia versus tempo obtidas por espetroscopia no UV-Vis (470 nm)
da reacdo de oxidacdo do substrato guaiacol na presenca de H>O>. Na insercéo, fotografias das
reacOes obtidas apos a leitura espectrofotométrica. (A) ZIF-67 (DR) aplicada como catalisador
sem ser submetida ao banho ultrassonico. (B) ZIF-67 (DR) aplicada como catalisador apos ter
sido submetida ao banho ultrassonico.
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Figura 48 - Curvas de absorbancia versus tempo obtidas por espetroscopia no UV-Vis (470 nm)
da reagéo de oxidacédo do substrato guaiacol na presenca de H>O>. Na insercéo, fotografias das
reacOes obtidas apos a leitura espectrofotométrica. (A) ZIF-67 (MP) aplicada como catalisador,
com e sem ser submetida ao banho ultrassonico. (B) ZIF-67 (NF) aplicada como catalisador,
com e sem ser submetida ao banho ultrassonico.
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Comparando os valores de Km obtidos neste trabalho para a ZIF-67 (MP, NF e DR)

com os valores reportados por Wang et al. (2018) em reac6es de oxidagdo do TMB, cuja K, foi

estimada em 3,52 mmol L?, observa-se que as trés redes possuem afinidade pelo H20:
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aproximadamente 3 vezes maior. Entretanto sabe-se que as constantes cinéticas variam de
acordo com os substratos utilizados e que uma comparacao justa deveria considerar 0S mesmos
substratos com idénticas condi¢6es reacionais.

Portanto, os valores das constantes cinéticas obtidos neste trabalho podem contribuir
para estudos futuros de oxidacdo de compostos fendlicos, j& que tais parametros foram
determinados para estas espécies de substratos.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho, foram sintetizados trés ZIF-67 com morfologias distintas as quais
foram confirmadas por MEV-FEG-EDS. Ficou evidenciado que a morfologia das ZIF-67 ¢
dependende do meio reacional, ou seja, do solvente empregado corroborando com os trabalhos
reportados na literatuta. Produziu-se com sucesso materiais homogéneos e livres de
contaminantes cuja morfologia consiste de placas micrométricas quando sintetizado em meio
aquoso; dodecaédros rdmbicos com tamanhos irregulares quando sintetizado em metanol e
pequenos foliculos quando utilizada uma mistura de agua/DMF como solvente. Constatou-se
que apesar do rendimento massico de produtos obtidos pelo procedimento sintético adotado ser
considerado baixo, ndo deve ser visto como insatisfatorio uma vez que rendimentos maiores
somente sao reportados na literatura quando reagentes além dos precursores ou um excesso
destes é utilizado na sintese.

As andlises pela técnica de DRX confirmaram o crescimento 2D das redes ZIF-67(NF)
e ZIF-67(MP), bem como o arranjo 3D caracteristico da rede ZIF-67(DR) orientadas
unicamente pela variacdo da espécie do solvente. Ainda, o espectro de ATR-FTIR confirmou
as bandas caracteristicas de ligaces entre os &tomos componentes de ZIF-67.

As propriedades texturais das redes ZIF-67 obtidas foram determinadas pelo método
BET e a porosidade foi analisada pelos métodos BJH E DFT, cujos valores obtidos sdo
caracteristicos de redes ZIF-67 porosas em boa concordancia com a literatura.

Quanto a investigacdo da atividade biomimética tipo peroxidase frente ao substrato
fenolico guaiacol, as trés morfologias de redes ZIF-67 demonstraram atividade, sendo que
inicialmente a rede ZIF-67(MP) foi o catalisador de maior desempenho. Os pardmetros
cinéticos favoraveis a catalise enzimética do substrato fendlico foram determinados como sendo
em temperatura de 50 °C, pH alcalino (pH 9) e com uma concentragdo de catalisador de
0,284 mg mL™™,

Com os parametros favoraveis ajustados, as constantes cinéticas de estado estacionario
puderam ser determinadas. O comportamento semelhante ao proposto para catalisadores
enzimaticos descrito por Michaelis-Mentem confirmou que as redes ZIF-67 podem ser
consideradas materiais miméticos de enzimas peroxidase nas trés morfologias investigadas na
oxidacéo de substratos fenolicos. Diferentemente do observado inicialmente, a rede
ZIF-67(DR) foi o catalisador que apresentou maior afinidade pelo substrato, com maior taxa
de conversdo do substrato em produto (Vmax). Atribui-se ao processo de sonicagéo a
divergéncia entre o comportamento das redes ZIF observado inicialmente e os valores das
constantes cinéticas obtidas. Dessa forma, conclui-se que redes ZIF-67 sdo catalisadores
eficientes, miméticos a enzimas peroxidase, capazes de oxidar compostos fendlicos.
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