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SINTESE DE NANO-SUPORTES POLIMERICOS HETEROFUNCIONAIS
PARA A IMOBILIZACAO DA LIPASE B DE CANDIDA ANTARCTICA

Stefanni de Sousa Everton
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Martin Schmal

Programa: Engenharia da Nanotecnologia

Nano-suportes heterofuncionais tém despontado no cenario de imobiliza¢ao en-
ziméatica devido a minimizacao de problemas como dificuldades difusionais e baixa
area especifica. Além disso, esses materiais se mostram promissores, em virtude da
sua capacidade de interacao especifica com a superficie das lipases. Diante disso,
o estudo teve o objetivo de sintetizar nano-suportes heterofuncionais utilizando os
monomeros metacrilato de metila (MMA), divinilbenzeno (DVB) e o monoémero fun-
cional metacrilato de glicidila (GMA), a fim de desenvolver um suporte promissor
para uso em imobilizagoes enzimaticas. Além disso, buscou-se encontrar a melhor
relagao suporte/enzima como fungao do grau de hidrofobicidade e funcionalidade da
superficie. Com base nos resultados desse estudo foram sintetizados os nano-suportes
de PMMA, P(MMA-co-DVB) e P(MMMA-co-DVB-co-GMA) com 25 % e 50 % de
GMA, variando-se, portanto, a concentragao do grupamento epoxido pertencente
ao GMA. Finalmente, os nano-suportes produzidos tiveram os desempenhos avali-
ados em ensaios de hidrdlise e esterificacao, apds a imobilizacao da enzima lipase
de Candida antarctica do tipo B (CAL B). Como resultado, foi observado que os
nanobiocatalisadores que continham o grupamento epdéxido apresentaram melhores
desempenhos, sendo esses suportes caracterizados pelas altas areas especificas, pro-
nunciados volumes e diametros de poros e natureza hidrofilica. Além disso, nao foi
observada uma relacao direta entre o grau de hidrofobicidade e a atividade dos bio-
catalisadores. Assim, foi possivel constatar que o grupamento epéxido proporcionou
um melhor desempenho dos biocatalisadores por aumentar a capacidade de carga
enziméatica e da interagao desse grupamento com a lipase CAL B.

Palavras-chaves: Nano-suportes heterofuncionais, epoxido, lipases

vil



Abstract of Dissertation presented to COPPE/UFRJ as a partial fulfillment of the

requirements for the degree of Master of Science (M.Sc.)

SYNTHESIS OF HETEROFUNCTIONAL POLYMERIC NANOSUPPORTS
FOR THE IMMOBILIZATION OF LIPASE B FROM CANDIDA ANTARCTICA

Stefanni de Sousa Everton

July/2021

Advisors: José Carlos Costa da Silva Pinto
Martin Schmal

Department: Nanotechnology Engineering

Heterofunctional nano-supports have emerged in the enzyme immobilization sce-
nario due to the minimization of problems such as diffusion difficulties and low
specific area. In addition, these materials are promising due to their ability to
specifically interact with the surface of lipases. Therefore, this study aimed to syn-
thesize heterofunctional nano-supports using the monomers methyl methacrylate
(MMA), divinylbenzene (DVB), and the functional monomer glycidyl methacrylate
(GMA), to develop promising support for use in enzyme immobilizations. In ad-
dition, it was sought to find the best support/enzyme ratio as a function of the
degree of hydrophobicity and surface functionality. Based on the results of this
study, PMMA, P(MMA-co-DVB) and P(MMMA-co-DVB-co-GMA) nano-supports
were synthesized with 25 % and 50 % of GMA, thus varying the concentration of the
epoxide group belonging to GMA. Finally, the nano-supports produced had their
performances evaluated in hydrolysis and esterification reaction, after immobiliza-
tion of the enzyme lipase from Candida antarctica type B (CAL B). As a result, it
was observed that the nanobiocatalysts containing the epoxide group showed better
performances, presenting high specific areas, pronounced pore volumes and diam-
eters, and hydrophilic nature. Furthermore, no direct relationship was observed
between the degree of hydrophobicity and the activity of the biocatalysts. Thus, it
was found that the epoxide group provided a better performance of the biocatalysts
by increasing the enzyme loading capacity and the interaction of this group with
CAL B lipase.

Keywords: heterofunctional nanosupports, epoxide, lipases
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Capitulo 1

Introducao

Uma das areas da Biotecnologia que ganhou destaque nos tultimos anos é a Bio-
catalise, que tem como principal interesse a utilizacao de enzimas em bioprocessos
verdes e sustentaveis [3], [4], [5]. As enzimas sao catalisadores bioldgicos altamente
especificos que atuando sobre um determinado substrato, reagente das reacoes ca-
talisadas por enzimas, sdo capazes de promover e acelerar as reagoes quimicas [6].

O interesse por esses biocatalisadores cresceu industrialmente devido a sua es-
pecificidade inerente, que desfavorece a nao formacao de subprodutos indesejaveis.
No entanto, devido a sua origem bioldgica, esses catalisadores sao instaveis, quase
sempre soliiveis em dgua e atuam sobre os substratos em condigoes fisioldgicas bran-
das, dificultando o seu uso industrial [3], [5]. Por isso, a imobilizacao enzimética
constitui uma estratégia adotada para aplicacoes em larga escala, com o objetivo
de restringir a mobilidade e solubilidade da enzima. Dentre as vantagens da técnica
de imobilizacao podem ser citadas a diminuicao de subprodutos indesejada, a pos-
sibilidade de reutilizacdo da enzima com baixa perda de eficiéncia, a possibilidade
de descarte nao agressivo ao meio ambiente [7] e o possivel aumento da estabilidade
[6].

Os fatores que determinam a eficiéncia desses biocatalisadores sao as proprie-
dades do suporte, o método de imobilizacao e o tipo de enzima [§]. Os suportes
solidos podem ser usados para imobilizar as enzimas por diferentes vias, tais como
adsorgao fisica, ligagoes covalentes, encapsulamento, dentre outros [9]. A depender
da natureza das ligacoes geradas, pode haver mudanga na conformagao da enzima,
que constitui um dos fatores que afetam a relacdo enzima/suporte [§].

A utilizagdo de enzimas imobilizadas em nanoparticulas poliméricas permitem
obter algumas vantagens em relacao a eficiencia dos biocatalisadores, tais como o
aumento da area de contato com o meio reacional maxima por unidade de massa,
a reducao das limitacoes difusionais e o aumento da carga enzimatica efetiva, como
resultado da elevada drea especifica [10], [IT]. Além disso, pode ocorrer também

um aumento de atividade devido a modificacao da mobilidade e conformacao do



catalisador imobilizado na superficie das particulas e a mobilidade natural das
nanoparticulas, sujeitas ao movimento Browniano quando suspensas em um meio
continua [12]. Por conta dessas caracteristicas das nanoparticulas poliméricas elas
podem ser utilizadas com vantangens em aplicagoes biomédicas, no encapsulamento
enzimatico, para a transfeccao de DNA, na producao de bio-sensores, aplicagoes de
liberacao de farmacos dentre outros. [13], [14], [15]

Uma forma de melhorar as propriedades de um suporte é a insercao de grupos
funcionais na superficie, com a finalidade de promover a interagao do ligante com
a funcionalidade presente na superficie das nanoparticulas [16],[I7]. Os principais
grupamentos funcionais utilizados para este fim sao tidis, dissulfetos, aminas, ni-
trilos, acidos carboxilicos, fosfinas e grupos funcionais associados a imobilizacao de
biomoléculas [18].

Com o intuito de desenvolver um suporte que permite uma melhor interacao
enzima-suporte, surge o interesse na preparacao de suportes heterofuncionais. Esses
novos suportes apresentam distintas funcionalidades na superficie, sendo capazes
de interagir com as enzimas por mais de uma via de imobiliza¢ao, que pode ser
inclusive manipulada por meio da mudanca do pH do meio reacional. Assim, os
suportes heterofuncionais apresentam a capacidade de minimizar problemas comuns
enfrentados durante a imobilizacao, aumentando a estabilidade das enzimas por
conta da formagao de ligagoes multipontuais [19].

Dentre os diversos nano-suportes heterofuncionais utilizados, aqueles que contém
grupamento epdéxido na superficie tém ganhado notoriedade, por conta da alta re-
atividade desse grupamento [20]. Dentre os monémeros que contém o grupamento
epoxido, pode-se citar especialmente o metacrilato de glicidila (GMA). Copolimeros
a base de GMA podem ser produzidos com uma gama de outros monomeros para
serem utilizados como suportes para imobilizagao de enzima, pois este grupamento
epoxido tem a capacidade de interagir com diversos grupos quimicos. Por esse mesmo
motivo, o0 GMA também interage com diversos grupamentos nucleofilicos presentes
na estrutura molecular enzimatica, tais como tidis, aminas primarias, hidroxilas e
acidos carboxilicos [20].

Diante desse cenario, o principal objetivo do presente trabalho foi a sintese de
nano-suportes heterofuncionais para imobilizacao da lipase B de Candida antarctica
(CAL B), visando a avaliar como as propriedades dos suportes afetam o desempenho
final do biocatalisador. A enzima CALB foi escolhida para o presente estudo por-
que essa enzima tem sido amplamente utilizada em muitas aplicagoes de interesse
comercial, associadas & condugao de reagoes de hidrélise e esterificagao [21], [22],
[23].

Numa primeira etapa, foram imobilizados 24 suportes em escala micrométrica

com a CAL B, com o intuito de avaliar o desempenho desses materiais e escolher



uma composicao adequada para a sintese dos nano-suportes. Uma vez escolhidos
esses materiais, dentre os quais estd o monomero funcional GMA, foram sintetiza-
das matrizes em nanoescala, sobre os quais foram imobilizadas carga enzimatica de
CAL B, posteriormente testadas em reacoes de hidrélise e esterificagao. Adicional-
mente, foram também avaliados os efeitos de porosidade, drea especifica, grau de
hidrofobicidade e influéncia do grupo funcional epdéxido sobre os desempenhos dos

biocatalisadores.

1.1 Objetivos

O objetivo geral do presente trabalho foi o de realizar a producao de nano-suportes
heterofuncionais funcionalizados com o grupamento epodxido, visando analisar o
desempenho dos suportes obtidos em imobilizagoes enzimaticas usando a lipase
Candida antarctica do tipo B (CAL B).

1.1.1 Objetivos especificos

e Encontrar a melhor relacao enzima-suporte como funcao da hidrofobicidade
por meio de um mapeamento de suportes micrométricos, utilizando matrizes
com baixa area especifica e um grupo de suportes comerciais porosos como

referéncia;

e Imobilizar a lipase CAL B e avaliar sobre os suportes obtidos e a eficiéncia
do processo de imobilizacao por meio da caracterizacao das atividades de
hidrélise, esterificacao e rendimentos em reacoes enzimaticas conduzidas com

esses biocatalisadores;

e Sintetizar nano-suportes heterofuncionais com auxilio da técnica de polime-
rizacao em emulsao e caracterizar os suportes sintetizados, a saber, PMMA,
P(MMA-co-DVB), P(MMA-co-DVB-co-GMA) contendo 25 % e 50 % em
massa de GMA, por meio da composi¢ao, da porosidade, da resisténcia quimica

e da morfologia dos materiais obtidos.

e Avaliar o desempenho dos nano-suportes heterofuncionais na imobilizacao da
CAL B e nas reagoes de hidroélise e esterificacao conduzidas com as enzimas

imobilizadas.

Esse trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Engenharia de Polimeros
(EngePol) do Programa de Engenharia Quimica (PEQ) do Instituto Luiz Al-
berto Coimbra de Pés-Graduacao de Pesquisa em Engenharia (COPPE) da

Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Nés agradecemos também a



colaboragao do Laboratério de Biotecnologia Microbiana (LaBiM) do Instituto
de Quimica da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

1.1.2 Estrutura da tese

A dissertacao é constituida por cinco capitulos, sendo que neste é apresentando uma
introducao sobre algumas tematicas discorridas ao longo desta dissertacao.

No Capitulo IT é apresentado uma revisao bibliografica sobre lipases, imobilizacao
enzimatica, importancia nas interag¢oes enzima/suporte e um breve apanhado sobre
as aplicacgoes de enzimas imobilizadas. Na secao 2.2 tem-se a descricao dos materiais
utilizados no mapeamento de potenciais biocatalisadores e a metodologia adotada
na imobilizagao dos suportes. Nas segoes 2.3 e 2.4 sao apresentado os resultados e
algumas consideracoes para esta etapa do trabalho.

No Capitulo III é apresentada uma revisao sobre nanoparticulas, o uso de supor-
tes heterofuncionais como potenciais biocatalisadores e processos de sinteses empre-
gados na obtencao de nano-suportes. Na secao 3.2 é apresentada a producao das
nanoparticulas por meio da técnica de polimerizacao em emulsao e técnicas aplica-
das na caracterizacao das nanoparticulas como distribuicao de tamanho de particula,
determinagao da drea especifica, microscopia eletronica de varredura (MEV) e es-
pectroscopia com transformada de Fourier (FTIR). Os resultados e a conclusao da
produgao dos nano-suportes heterofuncionais sao apresentados na secao 3.3 e 3.4.

No Capitulo IV uma recapitulacao dos capitulos II e III, assim como observagoes
dos capitulos anteriores. Na secao 4.2 é apresentada o processo de imobilizacao nos
nano-suportes heterofuncionais produzidos no Capitulo III e a caracterizacao destes
biocatalisadores em reacoes de hidrolise e esterificacao. Nas segoes 4.3, 4.4 e 4.5
sao apresentados os resultados do desempenho dos nanobiocatalisadores, um com-
parativo entre alguns biocatalisadores do Capitulo II e III e algumas consideragoes
finais, respectivamente.

No Capitulo V sao apresentadas algumas conclusoes para o trabalho desenvol-
vido. Na secao 5.1 é apresentado algumas perspetivas de trabalhos futuros no estudo
de biocatalisadores.

No Apéndice A é apresentado estruturas quimicas dos suportes estudados no
Capitulo II.
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Capitulo 2

Mapeamento de potenciais

suportes a serem utilizados na
imobilizacao da CAL B

Este capitulo apresenta o mapeamento de potenciais suportes para serem empre-
gados em imobilizagoes com a lipase CAL B. Além disso tendo como objetivo as
interagoes enzima/suporte como funcao da hidrofobicidade. Para isto, na segao 2.1
é apresentada uma revisao bibliografica abordando o uso da lipase CAL B em imobi-
lizagOes e técnicas de imobilizagao. Ainda algumas propriedades importantes como
hidrofobicidade, grupamento funcional e estabilidade quimica dos suportes devem
ser levadas em contas para o melhor entendimento da interacao enzima/suporte. Na
secao 2.2 é apresentado os grupos de suportes empregados para o mapeamento de
potenciais biocatalisadores na imobilizacao com a lipase B de Candida antarctica e a
metodologia de adsorc¢ao fisica empregada nas imobilizagoes dos suportes. Na secao
2.3 sao apresentados os resultados para o desempenho dos grupos de biocatalisadores
nas reacoes de hidrélise e esterificacao. Alem disto, na secao 2.4 sao apresentadas

algumas consideracoes com base nos resultados obtidos dos biocatalisadores.

2.1 Revisao bibliografica

2.1.1 Lipases

As enzimas sao proteinas de estrutura complexa que funcionam como catalisado-
res de reagoes bioquimicas. Essas moléculas participam de reagoes como amindlise,
acidodlise, alcodlise com a finalidade de exercer o controle metabdlico, catalisando
a transformacao de uma ampla gama de substratos [24]. O tamanho do mercado
comercial de enzimas foi de US $ 585,56 milhoes em 2020 com expectativas de cres-

cimento para até US $ 961,85 milhoes em 2028. O mercado comercial de enzimas



¢ muito expressivo por conta da aplicabilidade desses biocatalisadores em vérios
setores, como de alimentos, cuidados domésticos, agroenergia, farmacéutico e bio-
tecnoldgico [25].

Lipases constituem uma classe de enzimas que estd entre as mais estudadas na
biocatalise. Esses biocatalisadores sao valiosos para industria, pois conseguem catali-
sar uma ampla gama de reagoes importantes na presenga de agua, como hidrolise, es-
terificagao, transesterificagao, alcodlise, amindlise, dentre outras [26]. Essas reacoes
geralmente ocorrem na interface dgua/éleo porque os substratos sdo usualmente
pouco soluveis na dgua. Diante disso, essas enzimas conseguem ser usadas para
a transformacao de varios substratos, pois, além dos lipideos, podem catalisar as
transformagoes de outras moléculas, como amidas e tioésteres [27]

Outro fator que atrai o uso das lipases no ambiente industrial diz respeito as espe-
cificidades que apresentam quanto a forma de hidrélise do substrato. Essas enzimas
sao caracteristicamente regiosseletivas, podendo atuar seletivamente em uma deter-
minada posicao dentro da molécula, distinguindo por exemplo as posi¢oes externas
e internas do grupamento éster presente na molécula do substrato triacilglicerol [7].
Além disso, as lipases apresentam especificidade em relacao ao tamanho da cadeia e
ao numero de insaturacoes dos dcidos graxos envolvidos. Nesse sentido, as lipases sao
quimiosseletivas e geram produtos especificos, atuando apenas sobre o grupo funci-
onal pertencente ao substrato particular da enzima. Além disso, essas enzimas sao
capazes de distinguir enantiomeros de um racemato, sendo assim, enantioespecificas
[28].

A fonte de obtencao das lipases pode ser animal, microbiana e vegetal. Depen-
dendo da sua fonte as enzimas podem apresentar diferentes estabilidades ao pH,
especificidade e termoestabilidade. A fonte mais empregada em escala industrial
¢ a microbiana. Atualmente, as lipases microbianas sao produzida por diversas
empresas como a Novozyme e Enzymocore, representado cerca de 40% do pool de
enzimas comercializadas, devido as muitas vantagens por este grupo de compostos
enzimaticos como explanadas anteriormente [10)].

Segundo PETERSEN et al. [29], as lipases podem atingir uma atividade maxima
no intervalo de pH 6 e 10. Valores de pH acima desta faixa podem ocasionar uma
desestabilizacao da estrutura da enzima e ocasionar a perda de sua funcionalidade.
Dependendo da origem, as lipases podem apresentar massa molar variando entre 20
e 75 KDa e temperaturas 6timas de atuacao entre 25 e 70°C.

A maioria das lipases esta sujeita ao mecanismo de ativacao interfacial, ja que
o sitio catalitico é protegido do meio reacional por uma tampa polipeptidica movel,
localizada dentro de uma cavidade hidrofébica. A tampa pode estar associada
com a capacidade conformacional da enzima de expor ou nao o sitio ativo para

que se ligue ao substrato na presenca de uma interface hidrofébica [30],[31]. Al-



guns trabalhos mostram que algumas classes de lipases (Pseudomonas aeruginosa,
Burkholderia glumae e Candida antartica B) possuem a tampa hidrofébica, embora
estas possam nao exibir o fenomeno de ativagao interfacial [32], [33].

BRADY et al. [34] e SCHRAG et al. [35] mostraram as estruturas cristalinas
das lipases, tanto na conformacao aberta quanto fechada, explicando assim o ca-
racteristico fendmeno de ativagao interfacial quando a lipase se mostra mais ativa
sobre uma superficie adequada por apresentar uma conformacao mais aberta e mais
acessivel ao substrato. As lipases tém o sitio catalitico formado por uma triade ca-
talitica constituida pelos residuos de aminodcidos serina (Ser), histidina (His) e acido
aspértico ou glutamico (Asp/Glu), os quais sdo responsaveis pela transformagao do
substrato [36].

O substrato pode ser encontrado na forma solivel ou dispersa na forma de
emulsao. Assim, a ativacao interfacial pode estar também relacionada com o au-
mento da atividade da lipase na presenca dos substratos insoltuveis que formam a
emulsao. Quando os substratos encontram-se na forma soluvel, eles estao abaixo
da concentragao micelar critica (CMC) e esta baixa concentragao pode dificultar o
fenomeno de ativacao interfacial. Nessa condicao, pode nao ocorrer a formacao de
uma area superficial favoravel emulsionada, o que pode constituir um impedimento
para a exposicao do contéudo hidrofébico da lipase, gerando uma baixa capacidade
catalitica de hidrdlise para as lipases [36], [37], [38].

A levedura Candida antarctica produz duas diferentes lipases, denominadas A
e B. Estas enzimas CAL A e CAL B foram encontras na Antartida, quando pes-
quisadores buscavam a obtengao de enzimas resistentes a condigoes extremas [21].
Foi descoberto que essas lipases possuem elevada termoestabilidade e sao estaveis
em uma ampla faixa de pH. Em especial, a CAL B tem a capacidade de catalisar
uma variedade de reagoes organicas e de tolerar grandes variagoes nas condigoes
experimentais [22], [39].

Por conta dessa versatilidade e robustez, a CAL B tem sido amplamente usada
na industria e em pesquisas, em particular por conta das altas enanti e regiosse-
letividade para substratos de baixa massa molar e as altas atividades cataliticas.
Diferentemente de outras lipases, a CAL B nao é tao eficiente na hidrélise de tri-
gilicerideos, embora seja estereoespecifica na hidrélise e na sintese de ésteres, que
muitos atribuem ao pequeno espago encontrado em sua bolsa hidrofébica [40], [41].

O pH ideal do meio para a CAL B na catalise de reacoes é 7; no entanto, ela é
estavel em meio aquoso na faixa de pH entre 3,5 e 9,5. Por meio do processo de imo-
bilizacao, esta enzima pode adquirir maior termoestabilidade, podendo ser utilizada
na faixa de temperatura entre 60 e 80°C sem perda efetiva de atividade |21, [22] .
Além dessas caracteristicas, LI et al. [23] mostraram por meio de simulagoes mole-

culares que a CAL B apresenta estabilidade tanto em solventes organicos polares,



como acetona e acetonitrila, quanto em solventes apolares, diferentemente da maior
parte das enzimas, que ¢é estavel apenas em solvente apolares. Ademais, os mesmos
autores verificaram que as forca de interacao entre o sitio ativo e as moléculas do
solvente polar sao bastante intensas.

A CAL B é composta por 317 residuos de aminoécidos e tem massa molecular de
33 kDa, com tamanho dimensoes em torno de 30 A x 40 A x 50 A [39], [42]. Como
nas demais lipases, o centro ativo dessa lipase é a triade Ser-His-Asp, é a responsavel
pela atividade catalitica da CAL B.

O sitio ativo da CAL B apresenta um formato de funil eliptico. A largura da
base do funil é de 4,5 A e na entrada do local para o sitio ativo é de 9,5 A. [38]
[43]. Em torno do sitio ativo sdo encontradas duas hélices que bastante flexiveis e
que, dependendo das condigoes de trabalho, poderiam funcionar como uma tampa.
A presenca dessa tampa no sitio ativo tem gerado bastante discussoes no campo
cientifico a respeito da ocorréncia ou nao da ativacao interfacial. A parte interna
do canal é bastante hidrofébica, contudo, a parte superior conta apenas com uma
pequenas regiao hidrofébica, que evitam a formacao de dimeros lipase-lipase [44],
[45].

MARTINELLE et al. [46], por meio do estudo de ativagdo interfacial com as
lipases CAL A, CAL B e Humicola lanuginosa (HLL), verificaram que a CAL B nao
apresentou qualquer ativacao interfacial quando esteve em contato com os substratos
butirato p-nitrofenila (PNPB) e acetato de p-nittrofenila (PNPA). No entanto, para
as lipases CAL A e HLL foi observada a ativagao das enzimas logo apds o limite de
saturagao do substrato ser atingido.

As enzimas apresentam uma estrutura molecular complexa, que atuam usual-
mente sob condigoes suaves e sob determinadas condigoes podem sofrer inativagao;
ou seja, perda da sua capacidade catalitica. Fatores como calor, pH extremos e mis-
turas com solventes organicos podem levar a perda da estrutura tercidria, levando
a sua desnaturacao [20]. O uso de enzimas soliiveis no meio reacional pode indu-
zir o surgimento de dificuldades operacionais, como o alto custo das operacoes de
separacao, purificacao, recuperacao e a contaminacao do produto final. Isso pode

tornar a reutilizacdo economicamente dispendiosa para a industria [47].

2.1.2 Imobilizacao enzimatica

Com o objetivo de potencializar algumas propriedades enzimaticas a exemplo, au-
mento das atividade em reagoes e estabilidade térmica algumas técnicas tem sido
desenvolvidas, tais como modificagoes quimicas, construcao de moléculas com apoio
de principios da engenharia, imobilizacao e adi¢ao de aditivos para estabilizagao

[48]. Nesse contexto, a possibilidade de trabalhar em altas temperaturas reacionais



permite o aumento das taxas de reacao, a eliminacao de problemas relacionados a
contaminagao, entre outras. Com a finalidade de contornar estes inconvenientes,
principalmente em escalas industriais, tem sido utilizada técnica de imobilizacao de
enzimas sobre suportes insoluveis, que facilita a separacao do biocatalisador do meio
reacional e permite assim o reuso, além de estabilizagdo térmica e quimica [49].

A imobilizagao de enzimas consiste no confinamento das enzimas, ou localizadas
numa regiao definida do espago, com a contencao das suas atividades cataliticas
podendo ser usadas em ciclos de reuso continuamente. Nesse cendrio, existem dife-
rentes métodos de imobilizacao e cada um afeta de alguma forma no processo. Esses
métodos podem ser divididos em duas grandes classes: métodos de encapsulamento
e métodos baseados na formacao de ligagoes fisicas e quimicas.

A técnica de encapsulamento consiste em confinar uma dada proteina dentro de
uma matriz polimérica microporosa, em que os poros proporcionam protecao e pre-
servacao da enzima encapsulada, impedindo o contato direto com o meio reacional,
minimizando assim eventuais problemas de inativagao [8]. Apesar disto, esta técnica
apresenta desvantagens em relacao a existéncia de limitagdes para a transferéncia
de massa e difusao do substratos devido aos diferentes tamanhos de poros existentes
nos suportes. [§], [50].

No processo de imobilizacao o suporte é normalmente embebido numa solucao
enzimatica, ao passando em seguida por um processo de agitagao, que leva ao final o
biocatalisador (enzima/suporte). Com base nessa metodologia forcas de atracao que
se estabeleceram entre a enzima e o suporte podem ser de natureza ionica, interagoes
hidrofébicas, forgas de Van der Waals e ligagoes quimicas [48], [50].

As ligacoes das enzimas com os suportes podem ocorrer tanto por meio de ligacao
fisica quanto quimica (covalente). A adsorgao fisica constitui um processo simples
em virtude das interacoes que estao envolvidas entre a enzima e suporte. Nesse caso,
a estrutura conformacional da enzima é pouca afetada, pois a enzima ¢é imobilizada
segundo uma orientagao preferencial e energeticamente favoravel [51], [52]. A grande
desvantagem desse método estd associada a sensibilidade a pertubacoes que podem
ocorrer no meio, como mudancas de pH, de temperatura e tipo de solvente, que
podem provocar a dessor¢ao das enzimas da superficie do suporte [§], [48].

O método por adsorcao fisica é bastante explorado na imobilizacao de lipases
[53], [54]. Devido ao fendémeno de ativacao interfacial encontrada em alguns grupos
de lipases, as interagoes hidrofébicas sao mais comumente usadas para promover as
imobilizacoes, pois a enzima em contato com superficies hidrofébicas tende a mudar
sua conformacao fechada para a aberta, expondo o sitio ativo para o meio reacional.
CABRERA et al. [55] usaram a técnica de imobilizagdo por adsorgao fisica para
imobilizarem a CAL B em diferentes suportes comerciais. Por meio do ensaio de

dessorcao mostraram que provavelmente as interacoes envolvidas entre a enzima e os
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suportes seriam hidrofébicas e que estas foram suficientes para produzir mudancas
nas caracteristicas das enzimas, resultando em alteracoes enantioseletividade, enan-
tioespecificidade e atividade.

FERNANDEZ-LORENTE et al. [56] investigaram os efeitos da ativagao inter-
facial de diferentes lipases, Candida antarctica tipo B (CAL B), Thermomyces la-
nuginosus (LTL) e Geobacillus thermocatenulatus (BTL), imobilizadas nos suportes
hidrofébicos hexil- e butil-toyopearl e butil- e octil-agarose. Nos ensaios de dessor¢ao
puderam avaliar que, dependendo da enzima imobilizada, diferentes concentragoes
de tensoativos eram necessdrias para promover a dessorcao da enzima, indicando
assim que, além das forcas de adsorcao exercidas, deve-se levar em conta o tipo e as
caracteristicas da lipase. Assim, o nimero de interacoes geradas entre enzima e o
suporte determinam o quao forte é essa ligacao.

As imobilizagoes por ligagoes covalentes consistem na ligagao entre o suporte e a
enzima por meio de ligagoes quimicas entre grupamentos funcionais. Este método,
quando bem sucedido, garante uma boa estabilidade para a enzima, impedindo
a dessorcao mesmo em ambientes com alta forca idnica. Em geral, os suportes
utilizados precisam ser ativados para serem capazes de formar ligagoes quimicas, pois
a maioria nao possui grupos reativos capazes de se ligarem diretamente a enzimas
[22], [48].

O sitio ativo das enzimas apresenta residuos de aminoacidos formados por grupos
carboxilicos (asparticos e glutamicos), aminos (lisina), hidroxilas (serina) e sulfidrilas
(cistina) que sdo grupamentos funcionais pertencentes as cadeias laterais nao sendo
essenciais para a atividade catalitica da enzima. A melhor maneira de atingir alto
niveis de atividade enzimatica numa ligagao covalente é quando os grupamentos do
sitio ativo nao estao envolvidos na ligacao com o suporte [57], [58]. A Figura

ilustra os residuos de aminoacidos presentes na estrutura molecular.

HS

OH

Figura 2.1: Residuos de aminoacidos presentes na estrutura molecular enzimatica
da lipase CAL B (Desenho adaptado de [I]).
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A ligagdo covalente pode manter a enzima ligada ao suporte de forma rigida,
devido a forca que conecta a enzima e o suporte, muitas vezes envolvendo varios
grupamentos da enzima. Com a alta estabilidade desse biocatalisador, problemas
como desnaturacao por calor, solvente organicos ou pH sao evitados. A grande
desvantagem ¢ o fato de que essa rigidez pode provocar mudancas na conformagao
da enzima, fazendo com que esta reduza sua atividade catalitica ou tenha uma
parcial inativagao.

A fim de aumentar o contato da enzima com o meio reacional, moléculas
espacadoras sao frequentemente empregadas. O glutaraldeido é um espacador bas-
tante utilizado para introduzir grupos carbonilas na superficie do suporte que podem
reagir com os nucledfilos das enzimas [59]. Nesse sentido, VESCOVT et al. [60] re-
portaram que o uso do glutaraldeido como espacador garantiu o revestimento da
superficie de silica, deixando-a mais hidrofébica. Os autores conseguiram depois
disso realizar a imobilizacao de enzimas nos suportes heterofuncionais com ape-
nas uma etapa do processo. Além disso, a estabilidade enzimatica foi aumentada,

quando comparada com outros biocatalisadores preparados sem o espacador.

2.1.3 Interagao enzima/suporte

Embora nao haja um suporte universal para todas as enzimas e suas aplicagoes, ¢é
necessario buscar a melhor relacdo suporte/enzima, bem como métodos de imobi-
lizagao eficientes para determinada finalidade. Algumas caracteristicas devem ser
levadas em conta ao se estudar interagdes enzima/suporte. Em relagdo a enzima,
podem ser consideradas pelos menos trés caracteristicas fundamentais. A primeira
delas é o tipo de interagao que sera estabelecida que depende dos grupos funcionais
que estarao na superficie da enzima. A segunda é o tamanho da proteina. A ter-
ceira ¢ a faixa de pH de atuagao da enzima considerada. Com relagao aos suportes,
destaca-se a estabilidade quimica, pois faz-se necessario o uso de um material que
seja insolivel no meio. Além disso, devem ser considerados o grau de hidrofobicidade
e 0s grupos reativos presentes na superficie dos suportes [7], [14].

A insolubilidade do suporte no meio reacional constitui um fator muito impor-
tante, pois evita a contaminacao do meio e a possivel perda da enzima. Além disso,
permite o reuso dessas enzimas imobilizadas, tornando o processo menos caro e
compensador em comparagao com o uso da enzima livre [5]. Caracteristicas como
essas podem ser adquiridas com o uso de agentes de reticulacao, que melhoram sua
capacidade de reuso e a insolubilidade do suporte [61], [62].

O grau de hidrofobicidade do suporte é fator que afeta diretamente a forca e
afinidade de interacao das enzimas e suportes. Como comentado anteriormente

sobre a ativacao interfacial das lipases, muitos trabalhos exploram a utilizacao de

12



suportes hidrofébicos [7], [63]. Apesar disso, varios estudos também revelam que
pode nao haver uma relagao direta entre a hidrofobicidade e o desempenho dos
biocatalisadores [22], [64]. A Figura apresenta de forma esquemadtica algumas
caracteristicas que devem ser consideradas em relacao a enzima e ao suporte para
uma imobilizag¢ao enzimatica.

pH _» Hidrofobicidade

Enzima Suporte

Tamanho o —— o Estabilidade

quimica

.

\\.
Residuos / e Composigdo

aminoacidos quimica

Figura 2.2: Caracteristicas importantes enzima e suporte que devem ser conside-
rados para que sejam usados em imobilizacoes enzimaticas.

A porosidade é um outro fator muito importante a ser levado em conta na imo-
bilizagao. Suportes porosos apresentam alta area especifica; no entanto, a depender
do tamanho de poro, podem haver problemas difusionais, forcando o rearranjo da
enzima e causando a inativagao [49]. Por outro lado, os suportes os isentos de porosi-
dade nao apresentam restrigoes difusionais, pois a interacao entre enzima e substrato
é facilitada porque esta se encontra mais em contato direto com o meio reacional.
Contudo, estes suportes apresentam baixa capacidade de carga e sao suscetiveis a
dessorgao das enzimas quando imobilizados por adsorgao fisica. [7].

MILETIC et al. [65] estudaram a sintese de suportes macroporosos de polimeta-
crilato de glicilia-co-dimetacrilato de etileno glicol P(GMA-co-EDGMA) em imobi-
lizagoes com a CAL B. Para isto, os autores variaram o tamanho de particula, area
especifica e tamanho de poro. Nos ensaios de atividade hidrolitica, os autores obser-
varam uma forte tendéncia de aumento das atividades, a medida que o tamanho de
poro e area especifica eram aumentados. Os autores atribuiram isso a maior facili-
dade encontra pelo substrato p-nitrofenil acetato para difundir até a enzima. Além
disto, avaliaram a capacidade de carga em que uma maior quantidade de enzimas
era adsorvida nas particulas que possuiam poros mais largos.

De forma geral, suportes podem ser compostos por materiais organicos e
inorganicos. Os suportes organicos usualmente sao constituidos por polimeros na-
turais (celulose, alginato e biopolimeros) e sintéticos (polipropileno, poliestireno,
PMMA) que podem ser hidrofilicos ou hidrofébicos. Os suportes poliméricos natu-
rais sao baratos, mais abundantes quase sempre biodegradéaveis, reduzindo possiveis

contaminac¢ao do meio ambiente. A grande desvantagem do uso desses materiais é
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a baixa resisténcia a variagoes de temperatura e ao ataque microbiano [66].

Dentre os diferentes suportes poliméricos sintéticos, destacam-se polipropileno,
poliestireno, poliacrilatos e copolimeros de estireno com divinilbezeno. Esses supor-
tes apresentam boa resisténcia a ataque microbiano e podem ser sintetizados para
finalidades especificas. No mercado, eles podem ser encontrados com uma enorme
gama de propriedades, podendo apresentar grupamentos acidos e basicos que afetam
grau de hidrofobicidade [7], [20].

Dentro da classe dos polimeros naturais destacam-se a celulose e o amido, ma-
teriais encontrados abundantemente na natureza. Devido a formacao de ligacoes
inter- e intramoleculares, a celulose é insoltivel na maioria dos solventes. O amido
¢ também um biopolimero de baixo custo e biodegradavel. O amido é constituido
essencialmente por uma mistura dos polissacarideos amilose e amilopectina [24].

No geral, a escolha do material usado como suporte tem o objetivo de permitir
a maximizacao do contato entre a enzima e o suporte. Por outro lado, a estrutura
molecular da enzima, os grupos funcionais que constituem a superficie do suporte e a
influéncia das condig¢oes do meio reacional constituem caracteristicas de fundamental
importancia nao sé para a escolha do suporte, mas também do melhor método de

imobilizacao a ser empregado.

2.1.4 Aplicacao de lipases imobilizadas

O uso de lipases para fabricacao de biocatalisadores imobilizados nos ambientes
industrias ja é bastante difundido. Por exemplo, as lipases fiingicas constituem um
dos grupos mais explorados no setor biotecnolégico devido a sua versatilidade de
suas propriedades. Esses grupos de lipases fungicas tém sido aplicados na catélise
hidrolitica de ésteres e nas reagoes de esterificacao e transesterificagao. Por esse
motivo, essas enzimas encontram aplicagoes em diversos campos industriais, como
nos setores energético, alimenticio e de saude [67], [68].

Grande parte dos compostos aromatizantes sao de origem vegetal ou animal estes
sao responsaveis em conferir sabor e aroma aos produtos em geral, devido a origem
natural desses compostos torna-se dificil isolar a partir de sua fonte de origem. Com
isto, umas das rotas que tém sido aplicadas para a sintese de ésteres com aromas e
sabores é a rota enzimdtica com o uso de lipases imobilizadas [69]. ZHAO et al. [70]
imobilizaram a lipase Bacillus licheniformis em um suporte que tinha como base
nanoparticulas magnéticas Fe3O, - quitosana. Os biocatalisadores desenvolvidos
ainda adquiriram maiores pH e estabilidade térmica em comparacao com a enzima
livre.

As pesquisas voltadas para a sintese de compostos como acido mandélico ampla-

mente utilizado na industria farmacéutica e alimenticia [71]. Além disto, as lipases
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imobilizadas podem ser aplicadas em rotas para a produgao de biolubrificantes [72].

Um dos setores que mais se destaca no desenvolvimento de aplicacoes da rota
enzimatica é o da agroenergia, mais especificamente o setor de producao de bio-
diesel. Nesse setor, embora a via mais utilizada ainda seja a rota quimica, o uso
de catalisadores quimicos gera problemas relacionados a producao de residuos, a
producao de sabao, a necessidade de usar maiores temperaturas reacionais e a cor-
rosao de reatores e linha de processo. Por isso, ha a necessidade de desenvolver um
sistema verde por uma via economica, o que constitui um desafio para a produgao
de biodiesel [73], [74] .

Com base nessas demandas no setor agroenergético, cada vez mais pesquisas
tém sido voltadas para o uso de enzimas imobilizadas para a producao de biodiesel
[75], [76], [77]. Além disso, estudos mostram a viabilidade econdémica em utilizar
enzimas imobilizadas podendo estas serem reutilizadas 300 vezes em um processo de
produgao de biodiesel [78]. DE MELLO et al. [73] comparando os resultados para
a obtencao de biodiesel por rotas alcalinas e enzimaticas, os dados indicaram que a
rota enzimatica apresentou uma menor consumo de dgua, menor geracao de residuos
e melhor incorporacao dos reagentes nos produtos.

No Brasil, mais precisamente em 2013,1 a Empresa Brasileira de Pesquisa Agro-
pecuéria vinculada ao Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (EM-
BRAPA) deu inicio a um projeto voltado para a produgao de biodiesel por rota
enziméatica com o uso de dendé como matéria-prima. Em Israel, a multinacional
Transbiodiesel ja conta com a producao de biodiesel usando enzimas imobilizadas
[79]. Todos estes estudos demonstraram o interesse do uso de lipases imobilizadas

nos mais diversos setores da industria.

2.2 DMateriais e métodos

Como fundamentado nessa breve revisao da literatura inimeros fatores podem in-
fluenciar na eficiéncia de um biocatalisador. Dentre esses fatores muito tem sido
explorado a respeito do uso de suportes hidrofébicos para imobilizagoes. Alguns au-
tores inferem que as lipases apresentem uma predisposi¢ao por suporte hidrofébicos
devido a presenca de uma tampa hidrofébica que protege seu sitio ativo [32],[36]. Em
contrapartida, pouco tem sido averiguado a respeito do uso de suportes hidrofilicos
e suas implicacoes para a imobilizacao. Por isso, ha a necessidade de um estudo que
avalie o efeito da hidrofobicidade de diversos materiais sobre a imobilizacao com a
lipase de Candida antarctica do tipo B. O esquema na Figura [2.3] apresenta em par-
ticular os grupos de suportes utilizados no presente trabalho e como foram divididos

em categorias.
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Grupo 1
Suportes com baixa
area especifica

Hidrofilico

Grupo 2
Suportes comercias
com diferentes dreas
especificas

Tipos de

suportes para
imobilizagao

Grupo 1
Suportes com baixa
area especificas

Hidrofdbico |-

Grupo 2
Suportes comercias

com diferentes dreas
especificas

Figura 2.3: Definicao dos grupos de suportes usados no presente trabalho .

2.2.1 Enzima

A enzima utilizada neste trabalho foi a Lipozyme® CALB, a lipase B de Candida

Antarctica no estado soluvel fornecido pela empresa Novozymes.

2.2.2 Suportes do grupo 1

O primeiro grupo de suportes (cedidos pelo Laboratério de Engenharia de Polime-
rizagao) é apresentado na Tabela Esse grupo inclui apenas materiais com baixa
area especifica, de maneira que estao sujeitos a uma baixa influéncia da porosidade.
Neste caso, a propriedade que exerce maior influéncia sobre o processo de imobi-
lizagao é a composicao do suporte, definida aqui como funcao do grau de hidrofobi-
cidade que acompanha cada matriz polimérica. Esses materiais foram sintetizados
pela técnica de polimerizacao em suspensao, que gera particulas micrométricas com
dreas superficiais menores que 1 m?/g [61],[80]. Além disto, é a primeira vez que
este grupo de materiais sao selecionados para serem aplicados como suportes para

a imobilizacao de enzimas.
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Tabela 2.1: Lista dos suportes do grupo 1 (baixa érea especifica) utilizados nos ensaios de imobilizacao da lipase CAL B.

Suportes

Sigla Selecionados Descricao Referéncia

NL-12 Amido Polimero de amido -
LO37 P(MMA-co-cardanol) Poli(metacrilato de metila-co-cardanol) 10 % m/m I80]
cardanol ’

NCC PMMA _ nanocelulose Poli(metacrilato de metila) (':ont'endo nanocelulose (forma i

de cristais)
NCF PMMA _ nanocelulose Poli(metacrilato de metila) contendo nanocelulose (forma i
de fibras)

P(MMA-co- Poli(metacrilato de 2-(dietilamino) etila)40 % DEAEMA :
PDEAEMA DEAEMA)60-40 m/m Bl
5 P(MMA-co- Poli(metacrilato de 2-(dimetilamino)etila) 40 % m/m :
PDMAEMA =\ AEMA)60-40 DMAEMA Bl

PGA PGA Poli(4cido glicdlico) -
PES PES Poli(succinato de etileno) [82]
R65 PS Poliestireno [83]
Dol P(S-co-DVB-co- Poli(estireno-co-divinilbenzeno-co-metacrilato de glicidila) 6T)
GMA)25 % DVB 25 % DVB m/m ’
PBS PBS Poli(succinato de butileno) [84]

R06 PP Polipropileno contendo uma casca de poliacetato de vinila -

Poli(propileno-co-estireno)20 % de estireno m/m
R12 PP/PS contendo casca de PAN i
R16 PP/PS Poli(propileno-co-estireno)20 % de estireno m/m i

contendo casca de PAN




2.2.3 Suportes do grupo 2

O segundo grupo, constituido na Tabela 2.2 é composto por suportes comerciais
usados como referéncia de polimeros disponiveis no mercado. Estes suportes foram
caracterizados também quanto a porosidade, a fim de analisar como este novo fator
poderia afetar a operacao de imobilizacao. Assim, a partir dos resultados obtidos
deste estudo preliminar, foi formada uma base para avaliar o tipo de composi¢ao
que os nanosuportes heterofuncionais deveriam apresentar para permitir uma melhor
funcionalizacao. Para a melhor compreensao desse estudo, as estruturas quimicas
dos monomeros utilizados estao descritas no Apéndice A.

Tabela 2.2: Lista dos suportes do grupo 2 (comerciais) utilizado na imobilizagao da
lipase CAL B.

Sul?ortes Descrigao Fornecedores (*)
selecionados

Accurel Polipropileno comercial AkzoNobel

Octadecil Cadeia pohmemca Mitsubishi Chemical
comercial
Poliolefina alifatica
Poly 2 contendo cloro Solvay
Poly 5 Poliaromético contendo Solvay
cloro
Poly 6 Poliaromatico sulfonado Solvay
Poly 7 Poliaroméatico oxigenado Solvay

+xOs materiais foram fornecidos sob sigilo.

2.2.4 Reagentes utilizados

Os reagentes utilizados para conduzir os ensaios de imobilizagao (todos os reagentes

foram fornecidos na forma de grau analitico e usados como recebidos) foram:

e Acetona - pureza > 99 %. Fornecedor Synth;

e Acetonitrila - pureza > 99 %. Fornecedor Sigma-Aldrich;

e Acido oléico - pureza > 99 %. Fornecedor Synth;

e Dimetilsulféxido - pureza > 99 %. Fornecedor Sigma-Aldrich;

e Etanol - pureza > 99 %. Fornecedor Synth;

e Fosfato de s6dio monobasico - pureza > 99 %. Fornecedor Synth;

e Hidréxido de sédio - pureza > 99 %. Fornecedor Vetec Quimica Final;

e p-nitrofenil laurato - pureza > 99 %. Fornecedor Sigma-Aldrich.
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2.2.5 Equipamentos utilizados nos ensaios de imobilizagao

e nas reagoes dos biocatalisadores

Segue a descricao dos equipamentos utilizados na imobilizacao dos suportes, nas

reacoes de hidrolise e esterificacao e na caracterizagao do grau de hidrofobicidade.

e Espectrofotometro - modelo UV-1800, empresa Shimadzu.
e Banho de aquecimento - modelo 521-2D, empresa Etica;
e Titulador automatico - modelo G-20, Mettler Toledo.

e Tensiometro de forga - modelo K100, empresa KRUSS Scientific.

2.2.6 Grau de hidrofobicidade

Quando um liquido entra em contato com uma superficie, ele tende a se espalhar ou
formar uma gota. O angulo do liquido e a superficie de um sélido é denominada de
angulo de contato. Vale ressaltar que a molhabilidade de um sélido por um liquido
pode ser descrita como o somatoério das tensoes que atuam sobre o sistema que pode
ser expressso pelo angulo de contato 6. A Equagad2.1]de Young pode ser usada para

o calculo do angulo de contato 6 [85],

Ysv = Vsl + ’YZUCOSQY (21)

sendo:

Ysv - tensao superficial do sélido;

Y4 - tensao interfacial entre o sélido e o liquido;

1w - tensao superficial do liquido.

A formacao do angulo de contato esta relacionada com as forcas moleculares
encontradas na superficie. Em liquidos, as forcas superficiais se encontram em dese-
quilibrio, quando comparadas com as forcas internas que estao em equilibrio. Assim,
acumula-se energia na interface em relacao ao centro. A fim de minimizar a energia
da superficie, o liquido tende a se contrair e tornar-se concavo quando entra em
contato com uma superficie.

As medigoes dos angulos de contato foram realizadas para a obtencao do grau de
hidrofobicidade dos suportes. Para isto, pastilhas foram produzidas com cada mate-
rial com auxilio de uma prensa e depois os suportes foram conduzido ao tensiometro.

O experimento consistia em prender a pastilha em uma garra alocada no equi-
pamento. Além disso, algumas informacoes foram adicionadas ao software do equi-

pamento Kruss Process modelo K100, como diametro e espessura das pastilhas.
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Depois o material era parcialmente imerso em um recipiente contendo agua desti-
lada, sendo fornecido o valor do angulo de contanto para cada tipo de suporte, como
fungao da diferenga entre avanco e recuo do angulo de contato [85]. O procedimento
foi realizado em duplicata. Por meio dos angulos de contato obtidos para cada
material foi possivel indicar os suportes que possuiam maior ou menor carater hi-
drofébico. A Figura [2.4] apresenta o tensiometro equipamento utilizado na medigao

do angulo de contato.

Figura 2.4: Tensiometro utilizado para a medicao do angulo de contato.

2.2.7 Processo de imobilizacao por adsorcao fisica

A metodologia aplicada para imobilizagao da lipase foi a adsorgao fisica e seguiu
o protocolo proposto por PINTO et al. [61] e PINTO et al. [86] e como descrito a
seguir.

Os suportes foram colocados em tubos do tipo falcon e hidratados com 20 mL
de alcool 70°. A hidratacao foi usada para que o ar contido nos poros fosse expulso,
deixando o poro livre para o acoplamento da enzima.

Apos essa etapa, a CAL B foi imobilizada. Para isso foi utilizado um tampao
fosfato de sédio 5 mM e pH 7. Por fim, o contato entre a enzima e o suporte
foi conduzido sob agitacao em torno de 36 rpm por 24 h. Com a finalidade de
acompanhar a curva de imobilizagao, durante o processo aliquotas de 150 pL. foram
retiradas do sobrenadante nos intervalos 0, 30 min, 1, 2, 4 e 24 h.

Ao termino das imobilizagoes, os biocatalisadores foram filtrados e lavados com
tampao (5 mM e pH 7), garantindo assim o pH neutro do meio. Concluida a lavagem,

os biocatalisadores foram condicionados na geladeira (18 °C) para posterior avalia¢ao
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de desempenho nas reacoes de hidrolise e esterificacao.

2.2.8 Curva cinética de imobilizacao

A construcao da cinética de imobilizagao foi baseada na medida da atividade en-
zimatica do sobrenadante ao longo das 24 h. Foi tomada como referéncia a reagao
hidrolitica entre a enzima e o substrato p-nitrofenila (p-PNL) laurato incolor, sendo
possivel avaliar o quanto cada suporte adsorveu de enzima.

As andlise foram acompanhadas no espectrofotometro da empresa Shimadzu,
modelo UV-1800. A atividade hidrolitica foi medida, pela mudanca de coloracao do
substrato que, apds a acao catalitica da lipase, origina um produto de cor amarelada
que pode ser quantificado mediante a absor¢cao no comprimento de onda A de 412
nm. O aumento da concentragao do produto formado em minutos foi observado pela
intensidade de absor¢ao nesta regiao por volume de solugao enzimatica, revelando a
velocidade de reac@o enzimatica segundo a Lei de Lambert - Beer [87].

Em uma cubeta de vidro foram adicionado 2,2 mL de tampao fosfato de soédio
(25 mM e pH 7) e 0,25 mL de substrato.Em seguida, inseria-se a cubeta no espectro-
fotometro em que era feita leitura de absor¢ao. Com a formacao da linha de base da
leitura adicionou-se 20 puL. do sobrenadante. Para o cédlculo de atividade hidrolitica
do sobrenadante foi utilizada Equagao [2.2] PINTO et al. [86],

aVif

Ahidro = ‘/e (2 2)

na qual:

Apiaro: atividade hidrolitica (UI/mL);

a: corresponde ao coeficiente angular da reta observada experimentalmente (ab-
sorbancia/min);

V: volume final do meio reacional (mL);

f: fator de correlacao obtido pela curva de calibracao do p-nitrofenol em tampao
fosfato de 25mM a 30°C;

V.: volume de sobrenadante (enzima) adicionado ao meio reacional (mL).

Ao final, foi possivel obter a atividade hidrolitica (UI/mL) em (UI/g suporte), pois
o valor em (UI/mL) foi multiplicado por um fator conversao igual a 10 e dividido pela
massa do suporte. Nesse valor esta incluida a quantidade necessaria de enzima para
catalisar a formacgao de 1,0 pmol de produto por minuto. A Figura apresenta
o esquema do protocolo de imobilizagao enziméatica até o momento da leitura no

espectrofotometro o que gerou a curva cinética de imobilizacao.
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Figura 2.5: Esquema do protocolo estabelecido para a construcao da curva de imo-
bilizacao.

2.2.9 Rendimento

O rendimento de imobilizac¢ao (RI) foi calculado como a diferenga entre a atividade
hidrolitica da solugao enzimatica antes da imobilizacao (A;) e a atividade hidrolitica
ap6s o processo de imobilizacao (Ay). A Equagao apresenta o valor de RI, dado
com uma porcentagem do valor original de atividade (4;),

Rimon(%) = A=Ay (2.3)

A;
sendo:
Aj é a atividade enzimética da solugao no inicio da imobilizagdo (UI/g);

Af é atividade verificada apds as 24 h de imobilizacao.

2.2.10 Reacao de hidrolise

A reagao hidrolitica foi conduzida de forma similar & do procedimento realizado
anteriormente para a enzima solivel PINTO et al. [61] e PINTO et al. [86]. Para tal,
numa cubeta de vidro foram adicionados 2,2 mL de tampao fosfato sédico (25 mM
pH 7) e 0,25 mL do substrato p-nitrofenila foram conduzidos ao espectrofotometro.
Ao iniciar a leitura no equipamento, foram adicionados 0,01 g de biocatalisadores
(enzima ja imobilizada) & cubeta. A leitura foi feita por 8 min e a cubeta foi agitada
a cada 10 segundos para que homogeneizacao do meio fosse feita. A Equagao [2.4]
apresenta o calculo de atividade para a reagao de hidrolise para a enzima imobilizada
no suporte (Apiaro) (Ul/g),
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(0% Vf f
Ahidro = 2.4
hidro Mb ( )

sendo:
a : corresponde ao coeficiente angular da curva experimental (absorbancia/min);
Vf : volume final do meio reacional (mL);
f: fator de correlacao obtido pela curva de calibracao do p-NPL em tampao 25
mM a 30 °C;

Mb : massa de biocatalisador (g).

2.2.11 Reacgao de esterificacao

A atividade de esterificagao foi feita com base na quantificacao da reacao de acido
oleico (4,5 mL) e de etanol (0,83 mL) (1 mol : 1 mol) com adigao de 0,2 g de
biocatalisadores PINTO et al. [61] e PINTO et al. [86]. As reagoes foram conduzidas
em frascos de vidro devidamente fechados e aquecidos numa placa a 45 °C e mantidos
a uma agitacao de 258 rpm por 24 h. Para a coleta dos dados, aliquotas de 250 nL.
foram retiradas do meio reacional nos intervalos de 0 min, 30 min, 45 min, 1 h e
24 h. Essas aliquotas foram adicionadas em copos e as leituras foram realizadas em
duplicatas.

Para a realizacdo da leitura, eram vertidos 40 mL de acetona e etanol (1:1 (v/v))
na aliquota, para paralisar a reagao e extrair o residuo de acido presente no meio
reacional. A determinacao da quantidade de acido que era consumido foi determi-
nada por titulagao com NaOH 0,08 M até o meio atingir um pH 11. A quantidade
de enzima que promove a geracao de 1 pmol de oleato de etila por minuto é definida

como atividade de esterificacao A.gs. mensurada em (1 Ul/g), conforme a Equacao

2.3}

1000(Vnaoro — Vaomt)Cnaor Vy
Vet M,

na qual, tem-se a atividade enzimética de 1 g de biocatalisador;

Aester - (25)

V(naor0): € o volume de hidréxido de sédio (NaOH) gasto na titulagao da
amostra no tempo zero (mL);

V(naory: € o volume de hidréxido de sédio (NaOH) gasto na titulacao das
amostras nos tempos t (mL);

C(neom): molaridade da solugao de NaOH (mol/L);

V: volume final do meio reacional (mL);

Vi volume de aliquota retirada do meio reacional para titulagao (mL);

t: tempo (min);

M,: massa de biocatalisador usado na reagao (g).
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2.3 Resultados e discussoes

2.3.1 Analises para os suportes com baixa area especifica

A Tabela apresenta a area especifica, rendimento de imobilizacao, grau de hi-
drofobicidade e os resultados das atividades de hidrolise e esterificacao para cada
suporte. Os materiais apresentam hidrofobicidades variadas, incluindo desde os mais
hidrofilicos 46°(LC37) até os mais hidrofébicos 96° (R65). Como comentado ante-
riormente, esses materiais foram produzidos por polimerizagao em suspensao para
garantir que todos tivessem baixa area especifica. Além disso, para todos os suportes
foram construidas curvas cinéticas de adsor¢ao por meio das quais foi possivel avaliar
os rendimentos ao final da imobilizagao, bem como a cinética de imobilizagao.

E possivel notar que o suporte com maior carater hidrofébico, o suporte R65,
resultou no maior rendimento de imobilizacao de 98%, enquanto o mais hidrofilico,
o suporte LC37 resultou no menor rendimento (5%). Estes dados concordam com
o fato de que a lipase teria maior predisposicao em expor seus sitio ativo para
superficies hidrofébicas [30], [31]. Entretanto, para os suportes com grau de hidro-
fobicidade intermediario, nao foi observado correlacao expressiva dessa variavel com
o rendimento de imobilizagao. Por exemplo, os materiais P(MMA-co-DMAEMA),
R06, R12, que apresentam carater hidrofébico, resultaram em rendimentos de imo-
bilizagao relativamente baixos. Em contrapartida, os suportes PES e NL-12 (hi-
drofilicos) apresentaram valores altos de rendimento de imobilizagao, que chegaram

a 78%.
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Tabela 2.3: Parametros obtidos para os biocatalisadores com baixa drea especifica com carga enzimatica inicial de 200 U/g (A.s, = drea
especifica, R0 = rendimento de imobilizacao, Gpigro = grau de hidrofobicidade, Ay;q4., = atividade de hidrolise e A 4., = atividade de
esterificacdo).

Sigla Acsp (m?/g) Rimob (%) Ghidro (°) Atridgro (U/8io) Atester (U/pio)
NL-12 0 35 56 12 160
LC37 0 5 46 14 31
NCC 0 2 49 4 21
NCF 0 1 62 12 38
P(MMA-co-DEAEMA )60-40 0 51 63 13 296
P(MMA-co-DMAEMA )60-40 0 7 62 6 57
PGA 0 34 * 5 11
PES 0 78 50 4 19
R65 0,7 98 96 1 268
D01 0,0025 8 * 16 -
PBS 0 90 64 10 201
RO6 0 26 73 5 -
R12 0,24 13 - 9 47
R16 0 3 82 15 200

x*Os materiais nao formaram pastilhas, impossibilitando a anéalise
—Nao foi possivel realizar a anélise para essas amostras.



As Figuras[2.6] e apresentam as cinéticas de imobilizagao dos suportes por
um periodo de 24 horas. Estas curvas foram construidas admitindo que a atividade
oferecida no ponto inicial (tempo zero) era de 100 %. A Figura representa os
suportes mais hidrofilicos, que no inicio levaram a rendimento entre 60 e 80 %, o
que pode estar associado a afinidade das lipases com o meio aquoso. Contudo, ao
longo do processo de imobilizagao, podem ocorre mudancas neste cenario, pois uma
certa quantidade de enzima pode ser dessorvida, indicando que as forcas de atracao

exercidas entre o suporte e a lipase nao foram suficientes para manter a enzima

imobilizada.
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Figura 2.6: Cinéticas de imobilizagao da lipase avaliadas com os suportes hi-
drofilicos (Polimero de amido, P(MMA-co-cardanol, PMMA _nanocelulose - cristais,
PMMA _nanocelulose - fibras e Poli(succinato de etileno).

A Figura apresenta um segundo grupo de suportes, desta vez com carater
mais hidrofébico. Dois desses suportes, o DEAEMA e o PGA, levaram um processo
de imobilizagao mais lento. Por outro lado, o suporte mais hidrofébico (R65) levou
a uma rapida cinética de imobilizacao, chegando a 98% de rendimento em menos de
1 hora e mantendo-se constante até o fim do processo. Isso pode ser explicado pela
forte atracao hidrofébica exercida por este suporte, que foi capaz de manter a enzima
adsorvida na superficie. Por fim, os suportes DO1 e DMAEMA apresentaram um
desempenho insatisfatério, pois no caso do DMAEMA o rendimento de imobilizagao
foi de apenas 7 %, enquanto no caso do DO1 o rendimento da imobilizacao foi igual
a 8 % no final do processo.

A Figura [2.8] apresenta o ultimo grupo de suportes, que apresentaram curvas
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cinéticas lentas e sem expressao no rendimento de imobilizacao, com excecao feita

para o PBS, que atingiu 90% de rendimento de imobilizacao.
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Figura 2.7: Cinéticas de imobilizagao da lipase avaliados com os suportes hi-
drofébicos (PDEAEMA, PDMAEMA, Poli(4cido gliclico), P(S-co-DVB-co-GMA),

Poliestireno).

As curvas cinéticas da maioria dos suportes apresentaram efeitos de adsorcao
e dessorcao das enzimas ao passo que a imobilizacao acontecia, como também foi
observado na literatura por PINTO et al. [61] e PINTO et al. [86]. Esses autores
trabalharam tanto com suportes porosos quanto nao porosos e salientaram que essas
flutuagoes foram observadas principalmente para o segundo grupo. Possivelmente,
isto pode estar atrelado as baixas areas especificas dos suportes em que as enzimas e
a auséncia de protecao dos poros, ficando suscetiveis a fatores externos: fenomenos
de superficie, a mudancas de pH e temperatura. Ademais, essas enzimas sao ligadas
por forcas fracas do tipo Van der Walls que tornam o processo de dessorcao mais
facil e o processo de adsorcao reversivel mais suscetivel a influéncia do meio.

A Tabela apresenta o desempenho dos biocatalisadores nas reacoes de
hidrolise e esterificacao. Além disso, para melhor analisar a influéncia do grau
de hidrofobicidade sobre o desempenho dos biocatalisadores, a Figura [2.9 apresenta
graficos das atividades de hidrdlise e esterificagdo como funcao do grau de hidrofo-
bicidade de cada suporte.

Analisando a Figura [2.9] observa-se que tanto a atividade de hidrdlise quanto
esterificacao apresentam relagao nao trivial com o grau de hidrofobicidade, em con-

traponto com as discussoes comumente apresentados na literatura, que atestam que
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Figura 2.8: Cinéticas de imobilizagao da lipase avaliadas para os suportes PP, PP /PS
e Poli(butileno succinato).

o desempenho do biocatalisador aumenta como fun¢ao do grau de hidrofobicidade.
Nesse mesmo contexto, PINTO et al. [63] estudaram os desempenhos de suportes
funcionalizados extremamente hidrofébicos em imobiliza¢oes com lipase CAL B e es-
ses autores também nao observaram a existéncia de uma relagao direta entre o grau
de hidrofobicidade dos suportes e o desempenho dos biocatalisadores. Por exemplo,
nesse trabalho os autores relataram que os suportes hidrofilicos permitem obter um
melhor desempenho nas atividades hidroliticas que os suportes hidrofébicos.

A respeito da ativagao interfacial da enzima, JIN et al. [8§] estudaram a imo-
bilizagao das lipases Pseudomonas cepacia (PCL) e CALB em suportes mesoporo-
sos de silica com superficies funcionalizadas hidrofébicas e hidrofilicas, observando
que as imobilizagoes realizadas com a PCL ocorreram por intermédio da ativagao
interfacial, de modo que foram obtidas maiores atividades para os suportes mais hi-
drofébicos. Em contrapartida, ao conduzirem esse ensaio para a CAL B, esse padrao
nao foi repetido, dando indicios de que o desempenho da CAL B, pode nao ser tao
dependente de uma superficie hidrofébica. Isto pode estar relacionado com o fato
de que a CAL B possui um canal estreito que da acesso ao sitio ativo e que este
canal pode nao estar protegido por uma tampa, nao estando sujeita dessa forma a

ativagao interfacial [36],[46].
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Figura 2.9: Influéncia do grau de hidrofobicidade. a) atividade de hidrélise e b)
atividade de esterificacao dos biocatalisadores.

2.3.2 Analises para os suportes comerciais com diferentes

areas especificas

Nessa secao foram estudados suportes comerciais com baixa area especifica e co-
merciais com areas especificas elevadas. Uma caracteristica desses materiais que
deve ser destacada é o grau de hidrofobicidade mais acentuado do que o grupo an-
terior. Dessa forma, foi possivel avaliar o efeito conjunto da porosidade e do grau
de hidrofobicidade.

A Tabela2.4mostra as caracteristicas dos materiais que formam esse grupo de su-
portes. Conforme a tabela, os graus de hidrofobicidade dos materiais sao préximos,
sendo que apenas o suporte Poly 2 apresentou grau de hidrofobicidade considera-
velmente menor dos demais. J& os rendimentos de imobilizacao mostraram que os
suportes com baixa drea especifica (Poly 2 e Poly 7) levaram a baixos rendimentos
de imobilizacao, sendo possivel inferir que somente esta varidvel nao é determinante
para que haja uma boa interacao entre o suporte e a lipase. Para os materiais poro-
sos, o aumento do rendimento de imobilizagao foi decorréncia do aumento de area,
fazendo com que os suportes octadecil e Poly 7 fossem os que apresentassem maiores
rendimentos. Como a CAL B nao apresenta um bom desempenho para reacao de
hidrélise, os valores de atividade foram baixos quando comparados com a atividade
de esterificacgao.

Como nao é conhecida ao certo a natureza das composicao desses materiais co-
merciais, nao foi possivel fazer uma avaliagao inequivoca de como a composi¢ao pode
influenciar na ligagao enzima/suporte. E possivel notar uma influéncia das areas es-
pecificas sobre o desempenho desses biocatalisadores, possivelmente indicando que
o aumento da area facilitou a difusao dos substratos até a enzima.

Referindo-se agora as cinéticas de imobilizacao para os suportes comerciais apre-
sentadas na Figura [2.10] os materiais com baixa area especifica levaram ao mesmo

comportamento apresentado pelos suportes avaliados na secao anterior, que leva-
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Tabela 2.4: Parametros obtidos para os suportes comerciais com carga inicial en-
zimética de 200 U/g. A.s, = drea especifica, R = rendimento de imobilizagao,
Ghidgro = grau de hidrofobicidade, Ay;4., = atividade de hidrélise e A 4., = atividade
de esterificacao.

. Aespec Rlimob Athidro Atester

Siele mify) TR Uz (Usluo)
Accurel 27 95 6 20 130
Octadecil 138 * 96 6 328
Poly 2 0 70 16 6 12
Poly 5 0 90 18 8 49
Poly 6 44 93 76 4 131
Poly 7 86 95 97 19 342

xO material nao ficou na forma de pastilha, impossibilitando a anélise.

ram a altos valores de rendimento, em torno de 80 %, nos instantes iniciais da
imobilizagao. Contudo, a intera¢ao enzima/suporte nao se mostrou suficientemente
estavel, provocando o processo de dessorcao. Para os suportes com alta area es-
pecifica, o processo de adsorcao das enzimas ocorreu de forma rapida, chegando
ao fim das 24 h com praticamente toda carga de enzima adsorvida. Por exemplo,
o suporte comercial Accurel (27 m?/g) apresentou esse comportamento. Corrobo-
rando estes dados, PINTO et al. [64], estudaram particulas casca-nicleo com areas
especificas entre 1 e 18 m?/g e observaram este mesmo efeito de dessorcio nas

particulas com menor area especificas.
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Figura 2.10: Curvas cinéticas de imobilizacao da lipase avaliadas com os suportes
comerciais.
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A Figura [2.11] apresenta as atividades de acordo com o aumento do grau de hi-
drofobicidade. E possivel notar uma relagao do aumento do grau de hidrofobicidade
com o aumento das atividades de hidrélise e esterificagao nas particulas. Provavel-
mente o grau de hidrofobicidade exerce efeito mais aparente nos suportes porosos.
Mais um vez, como a composicao desses suportes comerciais nao é conhecida, nao
é possivel afirmar se a relacao entre o grau de hidrofobicidade e o aumento das
atividades de fato a varidvel de maior influéncia, devido a importancia dos grupos

funcionais da superficie para explicar a interacdo enzima/suporte.
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Figura 2.11: Influéncia do grau de hidrofobicidade de suportes comerciais no desem-
penho de biocatalisadores obtidos da imobilizacao de lipase B de Candida antarctica.
(a) atividade de hidrolise e (b)atividade de esterificacao. a) atividade de hidrélise e
b) atividade de esterificacao.

2.4 Consideracoes finais

Este capitulo apresentou um estudo preliminar conduzidos com 24 suportes em imo-
bilizagoes com a lipase CAL B, incluindo materiais com alta e baixa area especifica e
com variados graus de hidrofobicidade. Todos tiveram seus desempenhos avaliados
em termos de atividades de hidrolise e de esterificagao e foi verificada a influéncia
essencialmente positiva do grau de hidrofobicidade em todos os processos estudados.

Constatou-se em particular que materiais com baixa area especificas podem nao
permitir a estabilizagao do processo de imobilizacao e eventualmente causar a des-
sor¢cao das enzimas. Além disso, o grau de hidrofobicidade nao causou de forma
significativa o aumento das atividades de hidrolise e esterificacao, mostrando assim
que a lipase CAL B nao é dependente de uma superficie hidrofébica para gerar
biocatalisadores ativos para estas condig¢oes aqui empregadas de imobilizacao.

Em seguida, os estudos conduzidos com materiais comerciais porosos mostraram
uma relacao mais clara entre o desempenho dos biocatalisadores nas atividades de
hidrélise e esterificacao e o grau de hidrofobicidade e area especifica, embora nao seja
possivel afirmar que a influéncia do grau de hidrofobicidade seja o fator determinante

para a atividade do biocatalisador, ja que pode haver outras variaveis envolvidas no
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processo, como a porosidade, a area especifica e a composicao quimica.

Diante dos resultados obtidos, ha ébvios incentivos para a preparacao de supor-
tes com areas especificas elevadas e composigoes variadas, embora preferencialmente
com graus de hidrofobicidade elevados, com o objetivo de maximizar simultanea-
mente os rendimentos de imobilizagao e as atividades de hidrolise e esterificacao dos

biocatalisadores.
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Capitulo 3

Sintese de nano-suportes

heterofuncionais

O presente capitulo aborda a producao de nano-suportes heterofuncionais por meio
da técnica de polimerizacao em emulsao para serem empregados na imobilizagao
com a lipase CAL B. Na secao 3.1 a revisao bibliogréafica apresenta as vantagens
na utilizacdo de materiais em nanoescalas nas mais diversas areas. Além disto
apresenta estudos de suportes heterofuncionais utilizando o grupamento epéxido na
composicao de biocatalisadores e trabalhos que descrevem o processo de sintese por
meio da técnica de polimerizacao por emulsao. Na secao 3.2 é descrito a producgao
dos nano-suportes poliméricos. Na se¢ao 3.3 sao discutidos os resultados obtidos por
meio das andlises de rendimento e conversao e caracterizacoes de distribuicao dos
tamanhos de particula, andalise de fisissor¢cao, microscopia eletronica de varredura
- MEV, espectroscopia de infravermelho - FTIR, grau de hidrofobicidade destes
nano-suportes. Por fim, algumas consideragoes foram levadas em contas baseadas

nas observacoes dos resultados.

3.1 Revisao bibliografica

3.1.1 Nanoestruturas

H& 150 Michael Faraday, por meio da sintese de nanoparticulas de ouro, tornou-se
o precursor da area de nanociéncia e nanotecnologia. Porém, o seu trabalho gerou
alguns questionamentos no meio cientifico, como a respeito da relagao entre o tama-
nho do material com as propriedades dpticas [89],[90], [91]. Contudo, o langamento
da base conceitual sobre nanotecnologia foi estabelecido somente por intermédio do
fisico tedrico Richard Feynman em sua famosa palestra ”There’s Plenty of Room
at the Bottom”. Como consequéncia do desenvolvimento dessas atividades, a en-

genharia em nanoescala abriu espago para o estudo de fendmenos e propriedades
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relacionadas ao rearranjo dos atomos [92], [93].

Em uma conferéncia em 1974, o termo "nanotecnologia’foi apresentado pela
primeira vez pelo professor Norio Taniguchi [94]. Fundamentadas no controle da
matéria no nivel atomico, pesquisas nessa area comecaram a avancar. Por volta da
década de 1980 foi desenvolvimento o Microscopio de Varredura por Tunelamento
(MVT) pela International Business Machines (IBM), possibilitando que fossem ob-
servadas manipulagoes em escala atomica, dando assim subsidio para a criagao de
outros microscépios [90].

Para a manipulacao e visualizacao de materiais em nanoescala, destacam-se as
técnicas de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Microscopia Eletronica
de Transmissao (MET), que permitem a observacao detalhada da morfologia de
particulas. Ademais, Microscépios por Varredura de Sensor (SPM) e técnicas de
Microscopia de For¢a Atomica (MFA) podem mostrar dtomos individualizados na
superficie dos nanomateriais. Por fim, pode ser ainda destacado que a técnica de
Microscépio de Corrente por Tunelamento (STM) pode ser usada para a visualizagao
de amostras condutoras [90].

Dando continuidade a esses desenvolvimentos, em 1996 Kroto, Smalley e Curl
ganharam o prémio Nobel de Quimica pela descoberta do fulereno (C60) e em 1991
o pesquisador Sumio lijima foi o responsavel pela sintese dos nanotubos de car-
bono [95], [96]. Assim, diante de tantos eventos, ocorreu o aumento expressivo na
producao e utilizacao de nanomateriais, que prometiam avancgos tecnologicos pro-
missores.

Dentre as vantagens do uso de materiais em nanoescala esta o fato de que a
grande maioria dos atomos esta disposta na superficie e nao nas camadas internas,
fazendo com que sejam extremamente ativos, reativos e interativos. Outra vantagem
é a elevada area especifica desses materiais em relagao ao volume, o que intensifica
os efeitos de superficie [94].

Destaca-se também a melhoria nas propriedades mecanicas desses materiais,
sendo possivel torna-los mais resistentes e mais leves. Além disso, também é possivel
aprimorar suas propriedades magnéticas e Opticas. Na drea médica, os nanomateri-
ais tém contribuido no desenvolvimento de novos compostos e com o melhoramento
das técnicas de entrega dos farmacos. Como consequéncia, nanoestruturas como
nanotubos de carbono, fulereno, particulas poliméricas e 6xidos metdalicos tém sido
amplamente investigados na literatura. Em outro contexto, o uso dos nanomateriais
tem se difundido em areas como a catdlise enzimatica e quimica devido ao aumento
da superficie de contato das nanoestruturas, em comparacao com materiais carac-

teristicos da escala micrométrica. [90],[94].
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3.1.2 Nanoparticulas poliméricas

O avanco na area de biotecnologia conduziu ao uso de materiais baseados em nano-
escala para o campo de desenvolvimento de suportes. A literatura reporta o uso de
nanoparticulas pela primeira vez como suportes enziméticos no final de 1980, quando
enzimas foram encapsuladas em nano-granulos poliméricos (monémeros acrilamida e
N, N’-metilenobisacrilamida) [07]. Essa &rea de integragao do uso de nano-suportes
para imobilizacoes enziméaticas é conhecida como nano-biocatdalise. Dentro desse uni-
verso, os primeiros grupos de nanomateriais que se destacaram como nano-suportes
para imobilizac¢oes foram as nanoparticulas de silica, de magnetita e de ouro [98)].

Os dois fatores que levaram as nanoestruturas a serem amplamente utilizadas
no campo da imobilizagao sao a alta capacidade de carga enzimatica, que pode
ser acomodada devido a maximizacao da area especifica, e a reducao de limitagoes
difusionais [99], [100]. Em funcao das altas &reas especificas desses materiais, mais
moléculas enzimaticas podem se ligar a superficie, consequentemente aumentando
os valores de atividades obtido quando as enzimas estao ligadas nanomateriais [63].

Outro fator importante é a difusao do substrato no meio reacional até o lo-
cal ativo da enzima imobilizada. No trabalho de AN et al. [99] foi mostrado que,
manipulando-se a morfologia de nanoparticulas sintetizadas, é possivel minimizar
efeitos de transferéncia de massa. Por exemplo, com o uso de nanoflores, as enzimas
ficaram depositadas em suas pétalas facilitando a interacao com o substrato. Além
disso, foi mostrada a eficiéncia da utilizacao de nanofios com poucos canais internos
para a producao de biocatalisadores.

Segundo JIA et al. [I01], quando as nanoparticulas estao interligadas, a enzimas,
as nanoparticulas podem conferir um comportamento mével na suspensao, na forma
de movimento browniano, conferindo maior mobilidade e consequentemente melhor
atividade enzimatica, quando comparadas a enzimas livre. Os autores mostraram
que a perda de mobilidade pode ocorrer com o aumento no tamanho da particula e
que esse pode ser um fator determinante para perdas de atividades.

A Figura[3.Iresume de forma esquemadtica algumas vantagens dos nano-suportes,
como as varias formas que estes podem assumir, a diversidade de materiais que
podem ser utilizados, a possibilidade de funcionalizar a superficie com uma gama
de grupos e, obviamente, a possivel manipulagao do tamanho na nanoescala. Todas
essas caracteristicas dos nano-suportes tornam o seu uso propicio em processos de
imobilizacao.

Com amplo uso em imobilizagoes, os nano-suportes de silica (SiO3) sdo quimica-
mente e termicamente inertes e apresentam resisténcia microbiana. Este material é
caracterizado pela possivel manufatura de produtos com alta area especifica e alta

capacidade para funcionalizacdo com tidis [102] e epéxidos [1I]. BERNAL et al.
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Figura 3.1: Funcionalidades caracteristicas e manipulaveis de uma nanoparticula.

[T03] imobilizaram as lipases Alcaligenes sp. e Pseudomonas stutzeri em suporte
mesoporoso de silica funcionalizado com 3-glicidoxipropiltrimetoxissilano, trietoxi-
octilsilano. Os autores mostraram a versatilidade desses novos suportes por meio
de comparacoes feitas com desempenhos de imobilizagoes em suportes comerciais,
tendo sido possivel obter melhores conversoes em reacoes de esterificagao catalisadas
pelos nanobiocatalisadores.

WANG et al. [104] mostraram que nanoestruturados de silica, nanotubos de
carbono e nano-suportes metalicos foram tuteis quando empregados no processo de
tratamento de agua com nanobiocatalisadores obtidos por meio da imobilizacao de
enzimas. Foram entao obtidas melhores taxas de remocao desinfecgao e deteccao de
contaminantes por meio da preparacao de sensores eletroenzimaticos. Além disso, es-
ses materiais permitiram a imobilizacao de diferentes enzimas que realizavam fungoes
distintas nos sensores usados para a deteccao de contaminantes.

Dentre os varios tipos de nanoparticulas, as particulas poliméricas apresentam
muitas vantagens competitivas, como as boas biocompatibilidade, biodegradabili-
dade e facilidade de funcionalizagao [18], [I05]. Esses materiais apresentam ainda
boa resisténcia ao ataque de microorganismos, que encorajam o uso em aplicagoes
biomédicas, encapsulamento enzimatico, transfeccao de DNA, fabricacao de biosen-
sores [12] e liberagao de farmacos [13].

Nanoparticulas poliméricas podem se apresentar na forma de nanoesferas, for-
mados por uma matriz polimérica continua, ou nanocapsulas, formadas por um
ntcleo oleoso e um revestimento polimérico [106]. Duas abordagens tém sido comu-

mente utilizadas para a preparacao das nanoparticulas poliméricas: a abordagem
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“top-down”(cominuigao) e a abordagem “bottom-up”(sintese). A técnica top-down
permite obter particulas em menores escalas partindo de particulas em escala mi-
crométrica. Para isso, nanoparticulas poliméricas devem ser obtidas a partir da
fragmentacao de polimeros pré-formados, enquanto que na abordagem bottom-up
as nanoparticulas serao devem ser produzidas por intermédio de reagoes de polime-
rizagao [106].

A obtencao das nanoparticulas a partir diretamente da reacao de polimerizacao
de mondmeros esta baseada usualmente nos processos de polimeriza¢ao como mini-
emulsdo, microemulsao ou emulsdo, descritas posteriormente [I06]. A obtengao de
nanoparticulas formadas a partir de polimeros pré-formados pode ser realizada com
auxilio de técnicas de evaporacao de solvente, didlise e nanoprepicitagao [L06]. O uso
desses processos permite realizar mudancgas na morfologia, nas caracteristicas fisico-
quimicas e na estrutura interna das particulas [107], [T08]. A Figura 3.2 resume de

forma esquematica as técnicas usadas nos processos bottom-up e top-down.

Evaporacédo
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Figura 3.2: Representacao esquemaética das técnicas usadas para a producao de
nanoparticulas poliméricas.

A evaporagao de solventes permite a producgao de nanoparticulas a partir da dis-
persao de polimeros pré-formados que precipitam no meio. Inicialmente as solugoes
poliméricas sdao preparadas em solventes volateis [106]. A formagao das nano-
particulas ocorre por meio da lenta evaporacao do solvente, quando a solugao é
convertida em uma suspensao de nanoparticulas, quando o limite de solubilidade do
polimero no solvente é atingido. Além disto, a taxa de evaporacao do solvente pode
ser muito importante para o processo, afetando o tamanho das particulas precipita-
das, a distribuigao das cargas superficiais e a composicao das particulas precipitadas
no caso do processamento de misturas de homopolimero e copolimeros [109)].

A formacao de nanoparticulas por difusao de solvente requer o uso de uma fase
organica, fase aquosa e da operagao de diluicao [106]. Na primeira etapa, o polimero

¢ dissolvido em um solvente organico parcialmente miscivel em agua, seguida por
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emulsificacdo, quando a organica é adicionada a fase aquosa (contendo um agente es-
tabilizante) sob agitagao intensa. Finalmente, a adigao de agua de dilui¢ado promove
a difusao do solvente organico para a fase externa e a producao das nanoparticulas
[110].

No processo por nanoprecipitacao, as nanoparticulas sao formadas apds a dis-
persao da fase organica na aquosa, quando a rapida difusao do solvente faz com que
as nanoparticulas fiquem dispersas na dgua [106]. Estes processos podem produ-
zir particulas com variedade de tamanhos, mas podem também estar associados a
problemas de toxicidade por conta do uso de solvente organicos [110].

Uma maneira de aprimorar as nanoparticulas sintetizadas é conduzir modi-
ficacoes quimicas de suas superficies. As estratégias de funcionalizacao tém sido
muito investigadas na catalise enzimatica, nas ciéncias biomédicas, na agricultura,
dentre outras. Essa técnica tem a funcao de inserir grupos funcionais na superficie
dos nano-suportes para modificar e melhorar as propriedades caracteristicas dos ma-
teriais, aumentando a capacidade de executar funcoes especificas. Estas alteracoes
constituem ferramentas para a producao de materiais cada vez mais inteligentes,
visando a manufatura de produtos com alto valor agregado [11], [18].

A producao de nanoparticulas funcionalizadas para diversas aplicacoes tem des-
pertado o interesse de muitas investigagoes [7], [63]. Os grupos funcionais introdu-
zidos na superficie de uma nanoparticula podem interagir com proteinas e outras
biomoléculas, por meio de diferentes tipos de interagdo. A insercao dos grupos fun-
cionais na superficie das nanoparticulas pode ser realizada diretamente na etapa
de sintese por meio da técnica de polimerizacao em emulsao. Por ser um processo
de funcionalizacao in situ em uma tnica etapa, o uso de um monomero funciona-
lizado para a modificacao da superficie evita a necessidade de fazer pds-sintese do
polimero[18], [63].

A funcionalizacao pode ser estratégia adotada também para produzir nano-
particulas com diferentes morfologias. Recentemente, ABDOLLAHI et al. [16] utili-
zaram alguns comonomeros funcionais acrilicos ()metacrilato de glicidila (GMA),
metacrilato de 2-hidroxietila (HEMA), 2-(dimetilamino)etila, metacrilato de 2-
(dimetilamino) etila (DMAEMA) e acrilamida (AAM)) e observaram que, depen-
dendo do grupo funcional utilizado, nanoparticulas de tamanho diferentes eram
geradas, com diametro na faixa entre 150 a 1400 nm. Além disso, os autores sin-
tetizaram nanoparticulas com morfologia couve-flor, obtidas para os copolimeros
P(MMA-co-AAM) e P(S-co-HEMA) e em forma de vesiculas para P(S-co-GMA).

Utilizando a técnica de microemulsao em duas etapas, foi possivel estudar a
influéncia do monomero funcional GMA na formacao de nanoparticulas com morfo-
logia casca-nicleo [IT1]. Ademais, a pds-funcionalizagao foi usada como estratégia

para introduzir bragos espacadores, inserindo para aumentar a estabilidade e manter
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a atividade de imobilizacao [112].

A superficie das nanoparticulas podem ainda ser funcionalizadas com o intuito
de alterar a carga superficial apds as imobilizacoes. Nanoparticulas de poliestireno
funcionalizado foram usadas de forma eficiente como biomarcadores para detectar
inflamacoes por meio de interacoes do tecido doente com as cargas superficiais das
particulas [113]

Modificacoes na superficie das nanoparticulas poliméricas podem adicionar afi-
nidade multivalente que permite ancoragem mais forte de compostos imobilizados
e melhores propriedades de transporte, podendo penetrar mais profundamente nos
tecidos através dos finos capilares e do revestimento epitelial, resultando em entrega
mais eficiente de agentes terapéuticos para sitios-alvo [114].

Todos as modificagoes realizadas por estas pesquisas mostram os avancos
possiveis com a funcionalizagdo de nanoparticulas poliméricas, seja melhorando as
propriedades quimicas ou fisicas. As alteracoes especificas na superficie ocasionam
aumento de atividade catalitica, mudanca na morfologia e maior especificidade [16],
[112].

3.1.3 Suportes heterofuncionais

As ligagoes envolvidas entre suporte e enzima numa imobilizagao por adsorcao fisica
podem ser hidrofébicas, forcas de Van der Walls e pontes de hidrogénio. Estas
forcas raramente afetam a conformacao das enzimas, fazendo com que este tipo de
imobilizacao resultem em altas atividades [49]. Dentre os tipos de forgas mencio-
nadas, a hidrofébica consegue estabelecer interacoes estaveis com as lipases devido
ao fato de que algumas dessas proteinas estao sujeitas a ativacao interfacial através
da tampa hidrofébica que protege o sitio ativo. Contudo, sob certas condigoes de
pH, de temperatura e altas concentragoes ionicas, as enzimas podem ser dessorvidas
[49], [115].

No caso de enzimas que interagem com o suporte por meio de ligacoes covalentes,
existe a vantagem de estarem fortemente ligada a matriz polimérica. Nestes casos,
os suportes podem ser constituidos por diferentes grupos funcionais, como grupos
do tipo epdxi, aldeido, gluraldeido e tidis. Nesse contexto, AHMED et al. [115]
compararam as técnicas de adsorcao e ligagao covalente na imobilizagao da caseinase
de Aspergillus niger e relataram maior estabilidade da enzima quando estas eram
ligadas por ligagao covalente.

Por conta da possivel dessorcao das enzimas na imobilizagao por adsorcao fisica,
os pesquisadores apresentaram uma nova proposta de suportes [2], [20] [116]. Estes
novos materiais podem ser capazes de promover imobilizacoes simultaneamente por

adsorcao fisica e ligacao covalente, dependendo do pH do meio e do tipo de suportes
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empregado. Para isso, primeiramente a enzima ¢ adsorvida no suporte por meio de
interacoes com grupamentos que favorecem a adsorcao fisica por forcas de Van der
Walls, interagoes hidrofébicas e interacoes eletrostaticas em pH 7. Em seguida, a
mudanca do pH do meio faz com que os grupamentos do suporte formem ligagoes
covalentes e se liguem & enzima de forma permanente [117],[118].

Os suportes supracitados, que sao constituidos por varias funcionalidades pre-
sentes na superficie, sao denominados de suportes heterofuncionais. Estas matrizes
estabelecem com as enzimas interacoes denominadas como ligagoes covalentes mul-
tiponto, que garantem uma maior estabilidade ao complexo enzima/suporte devido
a formagao de intimeras ligacoes covalentes, fazendo com que fatores externos como
temperatura e acao de solventes organicos nao provoquem dessorcao das enzimas.
Contudo, ha a possibilidade de ocorrerem mudancas conformacionais nas proteinas,
que consequentemente podem conduzir a inativagao do biocatalisador [20], [I19].

A imobilizacao covalente multiponto requer a mudanca de pH, devido ao fato de
que os grupos nucleofilicos presentes na superficie das enzimas sao pouco reativos
em um pH neutro. Além disso, um periodo de tempo é requerido para que ocorra
a reagao entre os grupos do suporte e da enzima [120]. Estas ligacoes formadas
fazem com que a enzima adquira maior rigidez e que fiquem insensiveis a mudancas
posteriores de conformacao. Consequentemente, isto pode alterar a configuragao
geométrica da enzima devido ao envolvimento de diferentes grupos moleculares no
processo de imobilizagao, o que pode certamente afetar a atividade dos biocatalisa-
dores [19], [121].

Suportes heterofuncionais podem ser produzidos com diferentes caracteristicas,
de modo a atender a natureza das enzimas a serem utilizadas e a finalidades de
uso. Portanto, diferentes grupamentos podem ser usados para esse fim, desde que
permitam a ocorréncia inicial da adsorcao fisica e apresentem grupos reativos [20)].
Por exemplo, ha aplicacoes relatadas desses suportes para a producao de biodiesel
por rota enzimatica, utilizando nanoparticulas magnéticas heterofuncionais, ma-
nufatura de biossensores, descontaminantes de correntes liquidas e preparacao de
recheios para o uso em coluna de cromatografia de afinidade [63], [86],[122].

O glutaraldeido é uma molécula funcional muito usada para a preparacao de
suportes voltados para aplicacoes em imobilizacoes devido a capacidade de reali-
zar interacoes hidrofébicas, anionicas e covalentes. Com essas caracteristicas, esses
suporte conseguem tanto adsorver fisicamente as enzimas quanto realizar ligagoes
multipontos. Uma das desvantagem de trabalhar com o glutaraldeido é a limitagao
intrinseca para se ligar covalentemente com varios grupos da enzima, nao sendo tao
versatil. Outra desvantagem ¢ sua baixa estabilidade em pH basico. [117] [123].

Suportes comerciais a base de glioxil também tém sido bastante utilizado, pois

apresentam alta estabilidade, baixo impedimento estérico e brago espacgador curto,
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que faz com que as enzimas fiquem mais proximas do suporte. BOLIVAR et al.
[124] estudaram o uso dos suportes amino-glioxil e amino-ep6xido para imobilizar
a enzima B-galactosidase e mostraram que os materiais preparados com glioxil per-
mitiam mais rapida adsorcao e eram mais estaveis que os materiais preparados com
o grupo epoxido. Uma possivel desvantagem estava associada ao uso do pH basico
em suas imobilizagoes, permitindo apenas reacoes com aminas primarias nao io-
nizaveis. Assim, estes suportes nao podem ser utilizados para imobilizar boa parte
dos grupamentos aminicos existentes de forma nao ionica [125], [126].

O desenvolvimento de novos suportes heterofuncionais podem também contri-
buir para o melhoramento da estabilidade de certa enzimas, como no caso da B-
galactose. Utilizando um aminado e ativado com divinilsulfona (DVS) obtido a
partir de particulas de agarose, foi possivel estabelecer ligagoes multipontuais com
bastante estabilidade e rapidez em pH 10 [127] .

O metacrilato de glicidila (GMA) é um monoémero bastante promissor, utilizado
em diversos setores da industria de adesivas, de materiais curados, de aplicacoes
bioquimica dentre outros setores [128]. O destaque para o GMA se deve em grande
parte as propriedades do grupamento epéxido que, combinado com outros reagentes,
permitem a producao de iniimeros copolimeros multifuncionais. A estrutura quimica

do metacrilato de glicidila é ilustrada na Figura (3.3

— —mon

Figura 3.3: Estrutura quimica do monémero GMA

Os suportes que contém o grupamento epdxido apresentam muita versatilidade
para as imobilizacoes enzimaticas, pois o grupamento epoxido pode interagir com
diversos grupos nucledfilos de uma enzima como, tidis, aminas primarias, hidroxilas
e acidos carboxilicos. Isto se deve a alta reatividade desse grupamento em fungao
da alta tensdo existente no anel, que facilita a reagdo com éacidos e bases [7], [I16].

O grupamento epdoxido pode também formar ligacoes intermoleculares com gru-
pamentos aminos e carboxilicos sem necessidade de fazer qualquer tratamento prévio
para imobilizar a enzima em pH neutro. Nesses contexto, TURKOVA et al. [129]
investigaram o uso de géis baseados em metracrilato de glicidila para imobilizacao

enziméatica e verificaram que grupos aminos reagirem facilmente em pH alcalino en-
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quanto, os grupos carboxilicos reagiam de forma lenta e ocasionavam a formacao de
éster, sendo estas ligacoes mais fracas.

MATEO et al. [116] investigaram suportes epdxidos heterofuncionais e observa-
ram que, sob condigoes variadas de pH e temperatura, os grupos epéxidos forma-
vam ligagoes covalentes estaveis em pH 7. Além disso, os suportes usados adquiriram
ainda maior estabilidade no pH igual a 10, em virtude do aumento da reatividade do
complexo enzima/suporte preparado por meio da imobilizagao covalente multiponto
[130]

Em outro estudo, varios nano-suportes poliméricos com diferentes funcionalida-
des (epdxido, flior, tiofenol, benzilamina) foram usados para realizar imobilizagdes
com a CAL B e posteriormente testados em reacoes de hidroélise e esterificagao.
Os suportes heterofuncionais mostraram bastante afinidade por esta lipase, resul-
tando em altos valores de rendimento, atividade de esterificacao e hidrolise, quando
comparado com os demais suportes sem esses grupamentos funcionais [63].

A literatura mostra que suportes comerciais epoxidicos possuem uma matriz hi-
drofébica e que é necessario conduzir a imobilizagdo em solucoes tampao de alta
forca ionica, para promover a adsorgao hidrofébica nos suportes [7],[20], [I16] . En-
tretanto, o uso dessas matrizes hidrofobicas pode provocar efeitos finais indesejaveis,
como perda de atividade de até 80 % e baixa estabilidade, devido as poucas ligacoes
covalentes multiponto formadas entre o suporte e a enzima. Para compensar esse
efeito, pode ser conveniente produzir suportes heterofuncionais com uma composicao
um pouco mais hidrofilica [119].

Outras vantagens podem também ser associadas ao uso do grupamento epdxido
em imobilizacoes. Este suportes contam com bracos espacadores curtos que desfavo-
recem a ocorréncia de impedimentos estéricos entre a proteina e o suporte [20]. Além
disso, devido a estabilidade intrinseca desses grupos, eles podem passar por longos
processos de imobilizacao, possibilitando o estabelecimento de ligagoes quimicas
mais intensas entre o suporte e a enzima. Uma possivel desvantagem do uso do
grupamento epéxido pode ser a lenta reagao covalente durante a imobilizacao em
alguns casos [20],[124].

Embora suportes como glioxil, DVS e glutaraldeido tenham permitido obter
resultados muito satisfatérios, como a alta estabilidade, todos esses materiais sao
susceptiveis a problemas como a incapacidade de interagir com varios grupos da
enzima, restricao de pH ou, como no caso do glioxil, a necessidade de usar enzimas
com composigoes mais especificas, como por exemplo mais rica em grupos da lisina.
Nesse sentido, suportes heterofuncionais que contém o grupamento epéxido sao mais
promissores por conta da capacidade de reagir com os diferentes nucleéfilos presentes
na estrutura molecular de uma proteina, tais como tidis, aminas primarias, hidroxilas
[7, [116].
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3.1.4 Sintese dos nano-suportes heterofuncionais

A sintese de nanoestruturas constitui processo complexo e ha uma gama de técnicas
disponiveis para produzir diferentes tipos de nanoparticulas. Em geral, essas técnicas
sao divididas genericamente em trés categorias: deposi¢ao quimica ou fisica de va-
por, sintese por reagdo quimica e processos de estado sélido (moagem). Utilizando
as técnicas acima mencionadas, nao apenas podem ser sintetizadas nanoparticulas
puras, mas também hibridas ou revestidas com materiais hidrofilicos ou hidrofébicos,

dependendo da adequagao das aplicagoes [131].

3.1.4.1 Polimerizacao em emulsao

A reagao de polimerizacao em emulsao envolve um iniciador solivel na fase continua,
um surfactante e monomeros insoltveis ou pouco soliveis em dgua, que formam
inicialmente gotas estabilizadas pelo surfactante. Quando a concentracao de surfac-
tante ultrapassa a concentragdo micelar critica (CMC), esse excesso de moléculas
de surfactante forma agregados esféricos chamados de micelas. Por conta da di-
minuicao da tensao interfacial interfacial, os mondémeros incham as micelas, for-
mando nanoestruturas organizadas e estabilizadas pelas moléculas de surfactante.
A adigao do iniciador faz com que a polimerizacao se inicie na fase aquosa, gerando
radicais que nucleiam as micelas inchadas com monomero, formando particulas de
polimeros estabilizadas por moléculas de surfactante com diametro caracteristicos
de 5 a 500nm)|[132], [133].

A polimerizacao por emulsao pode ser dividida tipicamente em trés estdgios. O
Estéagio I é caracterizado pelo inicio da reacao, ocorrendo o aumento no nimero das
particulas de polimero, a medida que a reacao evolui. Nessa fase, o diametro das
particulas é da ordem de 1 a 10 nm, gerando area especifica muito maior que das
gotas de monomero, o que facilita a captura de radicais e torna a polimerizacao nas
gotas pouco provavel. No final deste estagio, a quantidade de surfactante livre na
forma de micelas inchadas como monémero é praticamente toda consumida.

No Estagio II a polimerizacao prossegue com producao de polimero no interior
das particulas até o esgotamento dos reservatérios de monomeros. Nesse fase estao
presentes a fase aquosa, particulas de latex e gotas de monomeros. Por fim, no
Estagio III as gotas monoméricas ja nao estao presentes, restando apenas a fase
aquosa e as particulas de latex, até o esgotamento do monoémero nas particulas.

A polimerizacao em emulsao possibilita a obtencao de elevadas massas molares,
quando comparada a outros métodos de polimerizacao via radicais livres, e elevadas
taxas de reagao, devido a natureza compartimentalizada do sistema de reagao (os
radicais permanecem ativos por muito tempo no interior das particulas de latex).

Além disso, a facilidade de transferéncia de calor devida a natureza heterogénea e
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baixa viscosidade do meio permitem a manutencao das altas taxas de reacao carac-
teristicas do processo. Finalmente, o processo permite o de controle do tamanho e
morfologia das particulas submicrométricas. [134], [135].

Nesse contexto, a técnica de polimerizacao por emulsao é também muito ade-
quada viavel para realizacao de copolimerizacoes, em que é possivel fazer a incor-
poracao de dois ou mais monoémeros com diferentes propriedades fisicas e quimicas
na estrutura do polimero, para uma determinada finalidade. Além disso, por meio
da reacao de copolimerizagao é possivel obter materiais com carateristicas especifi-
cas, combinando as propriedades dos monomeros utilizados. Outra possibilidade é
fazer a insercao de grupos funcionais com auxilio de agentes reticulantes para tornar
o material insolivel, melhorar as propriedades mecanicas e aumentar a diversidade
de produtos poliméricos [63], [136].

Outro ponto importante nesse contexto é a combinagao de monomeros com dife-
rentes solubilidades em dgua, levando a formacao de polimeros com caracteristicas
distintas. Nesse cendario, monomeros com menores solubilidades tendem a for-
mar particulas de maiores tamanhos, enquanto que monomeros mais soliveis ge-
ralmente dao origem a menores particulas. A diferenca de solubilidades entre os
monomeros envolvidos numa copolimerizacao constitui fator operacional relevante,
pois monomeros mais soliveis sao os agentes de nucleagao de particulas e promo-
vem maiores taxas de entrada e saida das particulas de latex, onde a reacao de
polimerizacao efetivamente ocorre [133], [137].

Ainda nesse contexto, monomeros derivados dos acidos acrilicos e metacrilicos
exibem uma maior solubilidade em 4dgua que a maior parte dos monomeros vinilicos,
como estireno. Assim, enquanto o metacrilato de metila (MMA) possui uma solubi-
lidade em torno de 150 mmol/L e o metacrilato de glicidila (GMA) de 210 mmol/L
em agua, monomeros hidrofébicos como divinilbenzeno e estireno apresentam solu-
bilidade de 1,45 e 4,3 mmol/L em 4gua, respectivamente [133].

SAJJADI [I37] investigou o processo de alimentacao semicontinua de monémeros
em uma copolimerizacao, no qual tendo sido possivel obter altas taxas de reacao e
uniformidade das particulas, fazendo-se apenas o controle da taxa de nucleacao de
particulas por meio da adi¢ao controlada de monomeros. Em seguida, os autores
observaram que particulas de menores tamanhos eram obtidas quando utilizavam
monomeros do metacrilato de metila e acetato de vinila nas composigoes.

A influéncia dos grupos hidrofilicos sobre o andamento de reac¢oes de copolime-
rizagdo também foi avaliada por AHMAD et al. [I38], que investigaram possiveis
mudancgas induzidas por mudancas das concentracoes do surfactante, iniciador e a
concentracao dos monomeros. Foi observado que o diametro das particulas aumenta-
vam, & medida que a concentragao do mondmero hidrofilico (metacrilato 2-hidroxietil

- HEMA) era alterada de 50 % para 70 % e a concentracdo do monoémero mais hi-
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drofébico (estireno) diminufa, de forma que a cinética de reacdo era controlada pelo
HEMA.

O monomero MMA ¢é bastante utilizado nas areas farmacéuticas, cosméticas e
como suportes para imobilizacoes, por apresentar caracteristicas como biocompatibi-
lidade e baixa toxicidade. Além disso, esse monomeros usualmente resulta em altas
taxas de reagao, cinética de polimerizagao rapida, baixa degradabilidade e grande
capacidade de incorporacgao de outro monomeros, quando copolimerizado com outros
grupos [139].

CUNHA et al. [136] produziram suportes casca-nticleo contendo diferentes quan-
tidades de metacrilato de metila. Estas matrizes poliméricas foram usadas para
imobilizagao da lipase CAL B e comparadas com o suporte comercial Acurrel. As
caracteristicas dos suportes sintetizados com PMMA foram a maior hidrofilicidade e
menor area especifica, quando comparado aos demais polimeros usados. Além disso,
os biocatalisadores preparados resultaram em melhor desempenho nas atividades de
hidrolise, quando comparado ao suporte comercial Acurrel.

O divinilbenzeno (DVB) é outro monoémero bastante utilizado no campo da
produgao de suportes heterofuncionais [86], [I40]. Este monémero participa da co-
polimerizagao como um agente reticulante, promovendo a formagao de ligagoes cru-
zadas com duas insaturagoes presentens nas extremidades da molécula. Na auséncia
de um agente reticulante, os suportes podem apresentar baixa estabilidade quimica
e serem soliveis na maioria dos solventes. Além disso, os agentes reticulantes ge-
ralmente provocam a formagao de maiores area especificas e melhores propriedades
térmicas [140] .

BAYRAMOGLU et al. [141] estudaram a produgao de nanoparticulas magnéticas
de MMA, GMA e dimetacrilato de etilenoglicol (EGDMA) na imobilizagdo da en-
zima B-galactosidade. Os autores propuseram a sintese do suportes por polime-
rizagao em suspensao, produzindo esferas magnéticas micrométricas com &area de
16,2 m?/g. Apesar da baixa 4rea deste suporte, foi possivel manter boa parte da
atividade em diferentes condigoes de pH e temperatura.

LIU et al. [142] sintetizaram um suporte heterofuncional com os mondmeros
EGDMA, HEMA e GMA por polimerizacao em emulsao. A emulsao conduzida na
auséncia de surfactante gerou particulas uniformes, com tamanho de 400 nm e com
alta area especifica para a imobilizacao de enzimas. Em comparacao com o suporte
comercial epéxi (Eupergit C), os autores obtiveram resultados satisfatérios como
alta capacidade de carga enzimatica.

PINTO et al. [63] aplicaram a polimeriza¢ao em emulsao para promover a funci-
onalizacao de nano-suportes heterofuncionais in-situ e por pés-funcionalizacao. As
funcionalizagoes se mostraram sucedidas, gerando suportes com diferentes funciona-

lidades, as quais nao afetaram a morfologia das particulas esféricas. A utilizacao do
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GMA como comonomero nas reacoes P(S-co-DVB) gerou aglomerados que aumen-
taram o tamanho das particulas, consequentemente resultando em menores areas
especificas. Nos ensaios de imobilizacao com a lipase CAL B, todos os suportes
funcionalizados levaram a melhores desempenhos das atividades de hidrolise e este-
rificacao.

Varios estudos recentes tém utilizado os monoémeros MMA, DVB e GMA para
produzir suportes enziméaticos usando técnicas de polimerizacao em emulsao e sus-
pensao. PINTO [62] fez um estudo voltado para o aumento de area e porosidade
dos biocatalisadores baseados em P(S-co-DVB) e P(MMA-co-DVB) chegando na
finalizagao do trabalho com uma drea de 50 m?/g.

Por fim, a técnica de polimerizagao em emulsao também tem sido usada como
ferramenta para aumentar a densidade de grupamentos funcionais na superficie de
suportes heterofuncionais, aumentando a capacidade de imobiliza¢oes com proteinas.
Por exemplo, SONG et al. [143] verificaram o aumento da concentragao de metacri-
lato de glicidila (GMA) na composi¢ao da copolimerizacao de P(S-co-DVB) aumen-

tou a densidade de carga especifica.

3.2 Materiais, metodologia e técnicas de caracte-
rizacao

3.2.1 Produgao dos nano-suportes heterofuncionais

A escolha dos monomeros para o desenvolvimento dos nano-suportes, a serem es-
tudado no presente capitulo foi baseada no grupo de suportes do Capitulo 1. Para
tal fim, foram analisados os desempenhos dos biocatalisadores nas atividades de
hidrélise e esterificacao e na adicao de funcionalidade e estabilidade quimica.

A base para o desenvolvimento dos nano-suportes foi o metacrilato de metila,
devido ao melhor desempenho do suporte P(MMA-co-DEAEMA) nas atividade de
esterificacao que continham MMA em sua composi¢cao. O segundo monomero es-
colhido foi o divinilbenzeno, devido a capacidade de reticulacao das cadeias po-
liméricas para tornar os nano-suportes insoltiveis ao meio reacional. E por ultimo,
para conferir funcionalidade aos nano-suportes, optou-se pelo uso do metacrilato de
glicidila (GMA), pois dentre todos os monomeros analisados nos grupos de suportes
do Capitulo 2 este tém caracteristicas promissoras na interacao com a lipase CAL B.
Por 1ltimo, com base nos resultados apresentados pelo suportes comerciais decidiu-
se, desenvolver nanobiocatalisadores com a intencao de gerar nano-suportes de alta
area especifica e porosidade, além disso capazes de estabelecer tanto adsorcoes fisicas
quanto ligagoes covalentes com a lipase.

A Tabela 77 apresenta os reagentes utilizados para a sintese dos nano-suportes,
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sendo os trés primeiros reagentes referentes a fase organica e usados na composicao

dos nano-suportes.

e Divinilbenzeno - DVB - monomero com pureza > 99 %. Fornecedor Sigma-
Aldrich;

e Metacrilato de glicidila - GMA - monoémero com pureza > 99 %. Forne-

cedor Sigma-Aldrich;

e Metacrilato de metila - MMA - monomero com pureza > 99 %. Fornecedor
Sigma-Aldrich;

e Bicarbonato de sédio - NaCOj; - tampao. Fornecedor Vetec Quimica Fina;

e Hidroquinona - NHQ - inibidor com pureza > 99 % . Fornecedor Vetec

Quimica Fina;

e Lauril sulfato de sédio - LSS - emulsificante com pureza > 99 % . Forne-

cedor Vetec Quimica Fina;

e Persulfato de sédio - KPS - iniciador com pureza > 99 % . Fornecedor

Vetec Quimica Fina;

3.2.2 Equipamentos usados na sintese e caracterizacao dos

nano-suportes

Os equipamentos utilizados para a sintese e caracterizacao dos nano-suportes foram:

e Balanca analitica - U210A, BEL Equipamentos Analiticos Ltda., Sao Paulo

—Brasil.

e Mini-reator para polimerizagao - EasyMax 102, Mettler Toledo, Ohio
~EUA, com volume maximo de 100 mL, encamisado com controle automatico

de temperatura e equipado com termopar, agitador e condensador;

e Distribuicao do tamanho de particula - equipamento Nano Brook Zeta
PALS com varredura de 1 nm até 100 pm Holtsville, Nova York e Malvern

Instruments, Malvern — Reino Unido.

e Microscépio eletronico de varredura (MEV) — Versa 3D, Fei Company
Eindhoven, Holanda.

e Espectrometro na regiao do infravermelho - FTIR 3100 Thermo Fisher
Scientific, modelo Nicolet 6700 , Massachusetts, EUA.
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e Cromatégrafo de permeacao em gel- GPC - modelo Max VE 2001, Vis-

cotek, Worcestershire Inglaterra.

e Angulo de contato - tensiémetro Kruss Process modelo K100, Hamburg,

Alemanha.

e Porosidade - modelo ASAP 2020, Micromeritics, Norcross, GA, EUA.

3.2.3 Metodologia

A sintese dos nano-suportes poliméricos foi feita por meio da polimerizagao em
emulsao. Como discutido anteriormente, nesta técnica sao utilizados um iniciador
soluvel em agua e os mondmeros sao dispersos na fase aquosa continua, por meio
dos via radicais livres oriundos da decomposicao do iniciador. Por fim, o sistema é
estabilizado pela presenca da solugao tampao e do surfactante no meio. A Figura
.4 apresenta a unidade experimental utilizada para realizacao das reagoes de homo
e copolimerizacao dos nano-suportes.

As reacoes dos nano-suportes foram realizadas em um mini-reator de vidro nas
condicoes de 800 rpm e temperatura de 80 °C. O procedimento descrito foi proposto
por PINTO et al. [61] e estd descrito a seguir. Primeiramente, foi preparada a
fase aquosa, contendo a solucao 10,19 g do agente tamponante NaHCO3 e 16,792 g
da solucao contendo o emulsificante LSS. Essa solucao foi incorporada previamente
no mini-reator, que continha cerca de 35 mL de agua para melhor dispersao dos
componentes. Finalizada essa adic¢ao, as condigoes de temperatura e agitacao foram
ajustadas para as condicoes de reacao.

Para a preparacao da fase organica, foram propostas quatro reagoes, como pode
ser visualizado na Tabela[3.1] A primeira consistiu na homopolimerizagdo do MMA;
a segunda na copolimeriza¢do dos monomeros MMA e DVB (25% em massa); en-
quanto na terceira e quarta reagoes foram feitas incorporagoes do mondémero funci-
onal GMA em concentracoes diferentes e iguais a 25 e 50 % em massa.

Tabela 3.1: Reacoes obtidas de copolimerizacao conduzidas para a preparacao dos
nano-suportes.

Siglas Reacoes Descrigao
PM PMMA Poli(metacrilato de metila)
PMD P(MMA-co-DVB) Poli(metacrilato de

metila-co-divinilbenzeno)

P(MMA-co-DVB-co-GMA) Poli(metacrilato de metila-co-

PMDG 25 % 95 divinilbenzeno-co-metacrilato de
’ glicidila) 25 % m/m de GMA
Poli(metacrilato de metila-co-

PMDG 50 % P(MMA-co-DVB-co-GMA) divinilbenzeno-co-metacrilato de

50 % glicidila) 50 % m/m de GMA
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Figura 3.4: Reator empregado para a sintese dos nano-suportes.

As polimerizacoes foram conduzidas em semi-batelada para tentar evitar um
possivel descontrole térmico. Para este fim, a carga monomérica inicial convencio-
nada para alimentar o sistema foi de 10 g e em seguida fez-se a adicao do iniciador.
Finalizada essa etapa, foi fixada uma carga de 20 g, distribuidas ao longo de 1h nas
reacoes com intervalos de 10 min. Terminada a alimentacao do sistema, a reacao de
polimerizagao ocorreu por mais 5h.

Ao longo da etapa de reacao, aliquotas foram retiradas em intervalos de tempo
fixos e iguais a 15, 30, 60, 120, 180, 240 300 e 360 min para posteriormente determinar
as conversoes obtidas. O latex produzido no final de todas as reagoes passou por
uma etapa de secagem por liofilizacao. Apds a liofilizacao, os nano-suportes foram

direcionados para caracterizacoes e ensaios de imobilizagao.

3.2.4 Caracterizagao dos nano-suportes
3.2.4.1 Determinacao da conversao e rendimento das reagoes

As aliquotas retiradas nos intervalos de tempo especificados foram usadas para a
construcao da curva de conversao monomeérica. As aliquotas do material foram adi-
cionadas em copinhos de aluminio que continham 10 gotas de uma solucao aquosa de
hidroquinona 1 % (m/m) (0,5 g de hidroquinona e 49,5 g de dgua destilada), sendo
esta responsavel por inibir a reagao. A amostra umida foi pesada e, em seguida, os
copinhos foram levados a uma estufa de recirculacao a 50 °C até a completa eva-

poracao do solvente. Apds a evaporagao da fase liquida (4gua e mondmero residual),
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foi realizada a pesagem dos copinhos secos contendo os polimeros. A técnica gra-
vimétrica consiste em estimar a conversao como a razao entre a massa de polimero

seco obtido e a massa de monomero inicial na amostra, de acordo com a Equagao

B.1

M,

X — poliseco + COpinhO - (Mcopinho + Mhidroquinona)

E/OTganica Mlatex

(3.1)

Para o calculo do rendimento, obtido apds a etapa de liofilizacao utilizou-se a
Equagao [3.2] a massa seca obtida era divida pela massa da mistura monomérica

obtida no final da emulsao,

p— —elimere__y0 (3.2)

Mmonomeroemuls
sendo:
r o rendimento;
Mpoimero, @ Massa de polimero seco obtida ao final da etapa da liofilizacao;

Mynonémeroemulss & Massa total de monomeros adicionada na etapa de emulsao.

3.2.4.2 Distribuicao de tamanhos de particula

Para a andlise das distribuigdes dos tamanhos de particula, as amostras (suspensao
e p6) foram caracterizadas pela técnica de espalhamento dinamico da luz - DLS.
Nesta técnica um feixe de luz incide sobre suspensao de particulas e é espalhada
por uma combinacao de fenomenos, que incluem radiagao, reflexao, difragao e trans-
missao [144]. Nesse ensaio, foram adicionadas 1 ou 2 gotas de latex numa cubeta
e completado o volume até o menisco da cubeta com agua destilada. Em seguida,
foi utilizado o equipamento Nano Brook Zeta PALS (Holtsville, Nova York) para
obter a distribuicao do tamanho das particulas em escala nanométrica. J& para a
analise de tamanhos dos p6s liofilizados, foi utilizado um analisador de distribuigao
de tamanhos de particulas da Malvern Instruments (Malvern - Reino Unido), no
qual as amostras em p6 foram adicionadas na cuba de amostragem, mantidas em

suspensao aquosa e agitadas durante a leitura.

3.2.4.3 Area especifica e porosidade

A drea especifica e porosidade de um material sélido podem ser determinadas pe-
las quantidades necessarias de adsorvato para recobrir com uma monocamada a
superficie de um sélido. O processo de adsorcao pode ocorrer com o auxilio do au-
mento da pressao, para que a pressao parcial do gas usado como sonda promova a
adsorgao crescente do gés sobre o suporte até a saturagao [145].

Antes do procedimento de construcao da isoterma de equilibrio, como funcao da
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pressao parcial do gas, as amostras sao submetidas a um pré-tratamento, em que
sao submetidas a vacuo a uma temperatura de 60 °C de modo que nao danifique a
amostra, com a finalidade de remover por completo a presenca de dgua e volateis
que estejam eventualmente na amostra.

Para este estudo foi utilizado um analisador de superficie BET modelo ASAP
2020 (Micromeritics, Norcross, GA, EUA) que se baseia no processo de fisissor¢ao
de nitrogénio ha uma pressao de condensacao de 77 °K. Para gerar a curva de
adsor¢ao, uma quantidade do gés ¢ injetada no sistema, sendo observado em seguida
que a pressao decresce até atingir uma pressao de equilibrio. Apds o processo de
adsorcao (usualmente chamado de condensacao), é realizado processo de dessorgao,
observando-se frequentemente um fenomeno de histerese, evidenciada pela diferenca

entre as curvas de adsorgao e dessorgao [140].

3.2.4.4 Microscopia eletronica de varredura

Para o estudo morfolégico das particulas, foi utilizado um microscopio eletronico
de varredura (MEV) (Versa 3D, Fei Company Eindhoven-Holanda). Nesta técnica,
um fino feixe de elétrons interage com a superficie, que reage a essas interacoes
por meio da excitacao dos elétrons [147]. Os elétrons secundarios espalhados geram
entao as imagens topograficas de alta resolucao da superficie da particula. Para esta
analise, as amostras foram primeiro revestidas com uma fina camada de ouro em
um metalizador JFC 1500 (Jeol LTDA) e as imagens foram obtidas no modo de alto

vacuo operando com tensao maxima de 30 kV.

3.2.4.5 Espectroscopia com transformada de Fourier - FTIR

As moléculas possuem momentos vibracionais que correspondem a niveis de ener-
gias. Dependendo da forma com que as moléculas vibrem ou rotacionem, provocam
mudancas no momento dipolo e isso pode ser observado por meio da absor¢ao de luz,
em frequéncias especificas de vibracao. Assim, variando-se a frequéncia da radiacao
eletromagnética que incide sobre a amostra, obtém-se um espectro de absor¢ao [148)].

As vibragoes ocasionadas nas moléculas podem ser observadas comumente na
forma de alongamento da ligacao ou por conta da vibragao angular. O alongamento
ou estiramento envolve a variacao continuada da distancia interatomica ao longo do
eixo de ligacao entre os dois atomos envolvidos, podendo ser simétrico ou assimétrico.
No caso das vibragoes angulares, por sua vez, pode ocorrer a variacao dos angulos
entre as duas ligagoes podendo de forma também simétrica ou assimétrica [149].

O espectro de infravermelho é gerado quando um feixe de luz infravermelha
atravessa uma amostra, sendo que parte é absorvida e outra transmitida. Com base

no feixe de luz transmitida é possivel identificar a quantidade de luz absorvida em
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cada comprimento de onda. A técnica pode ser implementada com um feixe de luz
monocromatica (cujo comprimento de onda varia no tempo) todos os comprimentos
de onda de uma tnica vez [148] [149]. As andlises de FTIR foram realizadas no
equipamento da Thermo Scientific, modelo Nicolet 6700 (Massachusetts, EUA) e a
faixa de ntimeros de onda aplicada foi de 500 a 4000 cm™!. As anélises foram feitas
em modo de ATR (reflectancia atenuada) e os espectros foram salvos como médias

de 128 varredura.

3.3 Resultados

3.3.1 Analise da conversao e rendimento

Para avaliar a evolugao da conversao de monomeros foi usada a andlise gravimétrica.
Como descrito na secao anterior, o é baseado na razao entre a massa de polimero
formado e a massa inicial de monomero. A Figura [3.5] apresenta o grafico da con-
versao como funcao do tempo, mostrando a evolucao do perfil de conversao para
cada reacao.

A Figura mostra que foram alcancados conversoes acima de 80 % ao final
da reacao para os quatro tipo de suportes estudados. Esse resultado ja podia ser
esperado por conta da alta reatividade dos monoémeros utilizados (MMA, DVB e
GMA). A conversao do polimero puro (PMMA) foi a mais elevada dentre as reagoes
avaliadas, alcancando em menos de uma hora uma conversao em torno de 95 %. Essa
alta conversao também foi relata por SAJJADI [I37] e UPADHYAYA et al. [150]
para reacoes de homopolimerizagao de MMA, de forma que esses valores corroboram
os dados encontrados na literatura.

A adicao do agente reticulante (DVB) provocou uma pequena queda nas taxas
de reacao, mas isso nao levou a diferengas significativas na conversao final. Como
o DVB é um agente reticulante com baixa solubilidade em agua, ele tem maior
afinidade com a fase organica, onde copolimeriza com o MMA. A reducao das altas
taxas de reacao de polimerizagao caracteristicas da reagao de MMA, quando DVB é
adicionado a carga de monomeros, foi também observada por outros autores [151],
em funcao da menor reatividade do DVB.

Outro efeito analisado foi o da concentragao do comondémero funcional GMA (25
e 50 %) no suporte. Para a maior concentracdo de GMA presente foi observado
que as conversoes atingiram valores mais altos. Isso mostra que adicao desse co-
monomero ao meio reacional eleva as taxas de reagao, em relagao as corridas em que
foi adicionado DVB no meio reacional. Esses resultados mostram a relativamente
alta reatividade do monémero GMA, como relatado [111], [143] . As altas con-

versoes atingidas também indicam claramente a incorporagao do GMA no produto
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final, como desejado.
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Figura 3.5: Conversoes totais dos mondmeros nas reagoes de PMMA, P(MMA-co-

DVB), P(MMA-co-DVB-co-GMA) 25 % e P(MMA-co-DVB-co-GMA) 50 %.

Outro varidvel monitorada foi o rendimento (Figura dos polimeros que fo-
ram obtidos apds o processo final de liofilizacao. O rendimento foi calculado com
baseado na pesagem final do material liofilizado em relacao a quantidade total de
monomero adicionado no inicio de cada reagao. Os resultado mostram que adigao
do comonomero GMA contribuiu para o aumento nos rendimento, assim como no
aumento das velocidades das reagoes (PMDG 25 % e PMDG 50 %). Deve ser ressal-
tado que os rendimentos nao espelham necessariamente os resultados de conversao,
tendo em vista que parte do material é perdido durante as operacoes de secagem
e coleta. Os altos rendimentos, no entanto, mostram que os produtos podem ser

obtidos em grandes quantidades no ambiente laboratorial.

3.3.2 Distribuicao dos tamanhos de particula

Para as andlises das distribuicao dos tamanhos de particulas foram colocadas duas
gostas de cada latex em cubetas, que foram diluidas e completadas com volume de
agua até a marcacao da cubeta, na forma ja descrita anteriormente, obtendo-se ao
final uma suspensao translicida. Ao final da andlise, foram obtidas a distribuigao
dos tamanhos e os diametros médios das particulas dos nano-suportes produzidos.
A Figura [3.7 apresenta as distribuicoes dos tamanhos das particulas para cada
latex (PM, PD, PDG 25 %). Foi observado que todas as curva obtidas eram uni-

modais e que a distribuicao do PMMA era mais estreita e deslocada para diametros
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Figura 3.6: Rendimento totais dos nano-suportes a base de PMMA, P(MMA-co-
DVB), P(MMA-co-DVB-co-GMA) 25 % e P(MMA-co-DVB-co-GMA) 50 %.

menores possui menores.SAJJADI [137] estudou a polimerizacgdo dos monomeros
MMA e acetato de vinila e mostrou que os monomeros mais hidrofilicos geraram
particulas com menores diametro devido as maiores taxas de entrada e saida dos
radicais das particulas, que também promove o aumento das taxas de nucleacao de
particulas pelos mecanismos micelar e homogéneo. Além disso, estes autores obti-
veram particulas com diametros médios de 24 nm com MMA puro, similares aos
obtidos no presente trabalho.

Com base ainda na Figura é possivel observar um deslocamento das distri-
buigoes de tamanho para maiores valores na presenca do agente reticulante DVB.
Esse aumento no tamanho das particulas pode ser atribuido ao fato que o DVB
possui dois grupos vinilicos que reagem para formar uma estrutura em rede. Nesse
caso, o aumento expressivo das viscosidades das particulas de polimero pode resul-
tar na aglomeragao das particulas nucleadas e no aumento dos tamanhos médios
das distribuigoes [140]. Tendo em vista que a quantidade de surfactante usada foi a
mesma da reacao de PMMA e que o DVB é muito pouco solivel em agua, nao parece
razoavel considerar que o aumento dos tamanhos pode estar associado a um menor
nimero de particulas nucleadas. Esse fator também foi observado por PINTO [62]
ao analisar diferentes composi¢goes de DVB nas copolimerizagoes.

A Figura[3.7jmostra também que a adi¢io do GMA na reagao (PDMG 25 %) con-
tribui como o aumento do diametro das particulas. NORAKANKORN et al. [111]
e SONG et al. [I43] também observaram esse aumento no tamanho das particulas
com o aumento das concentragoes GMA nas copolimerizagoes. Esses autores mos-

traram que a adicao de surfactante nao afetava o aumento substancial do diametro
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das particulas nesses casos. PINTO [62] propos que o aumento da concentragao de
GMA faz com que ocorra uma maior interacao entre os grupamentos do epéxido de
particulas distintas, provocando a aglomeracao e deslocamento das distribuicao de
tamanho. NORAKANKORN et al. [I11] observaram este mesmo efeito na sintese
de particulas casca-nicleo, atribuindo a alta reatividade do GMA, principalmente
quando este se encontra em uma maior razao de alimentagao na copolimerizagao.
Por fim, devido a alta viscosidade do latex resultante da reacao PDGM 50 %, nao
foi possivel fazer a analise de distribuicao de tamanhos dessa amostra. A viscosi-
dade elevada pode ser resultante da reagdo na fase aquosa (por conta da presenga
de maior quantidade de GMA no meio reacional), ja que a solubilidade do GMA na
agua ¢ igual a 50 g/L, na temperatura ambiente, muito maior que as solubilidades
do MMA e do DVB, iguais respectivamente a 15 g/L e 5 mg/L. O aumento da
viscosidade pode ter resultado também da aglomeragao de particulas por conta da

reagao superficial envolvendo grupamentos epdéxido de diferentes particulas [62].

10
g- ."
= gL
S 64 -.f
L |
£ [ |
= | |
§ 47 [
2 p i \
/‘/J I'{"\
0 L="L= LU ) L=l i nral T =D L | ' """'I:‘h--I
0.01 0.1 1 10 100 1000

Diametro (nm)

Figura 3.7: Distribuigoes dos tamanhos de particula nos ldtexes de PMMA, P(MMA-
co-DVB) e P(MMA-co-DVB-co-GMA) 25 %.

Apos a liofilizacao dos materiais, as distribui¢oes de tamanho de particula foram
uma vez mais caracterizadas. A Figura [3.8] apresenta as distribuigdes de tamanho
de particula dos nano-suportes secos. Nota-se que os materiais secos apresentaram
tamanhos médios de particula muito maiores que observados nos latexes originais.
Isso mostra que no processo de liofilizacao as particulas passaram da escala na-
nométrica para a micrométrica, ficando claro que a técnica de secagem utilizada
causou agregacao das amostras. Esse resultado pode também ser visto na Tabela
0.2l

Em relacao as distribuigoes, salienta-se que para os nano-suportes PMD e PMDG
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Tabela 3.2: Tamanho médios das particulas presentes nos latex e nos materiais e
liofilizados.

Material Liofilizado

Reacoes Latex (nm) (jm)
PMMA 30 90
P(MMA-co-DVB) 234 130
P(MMA-co-DVB-co-GMA) 25% 382 120
P(MMA-co-DVB-co-GMA) 50 % * 93

* O material apresentou consisténcia que impediu a andlise

50 % as distribuicoes foram mais largas e revelaram a presenca de pequena por¢ao
de particulas nanométricas. Estes dados mostram que a energia acumulada na su-
perficie das nanoparticulas pode ter provocado a agregacao durante o processo de
secagem, sendo que o produto produzido a base de PMMA levou a maior aglo-

meracao mais eficiente exatamente por ter menor tamanho médio.
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Figura 3.8: Distribui¢oes de tamanho das particulas apés a liofilizagao dos nano-
suportes PMMA, P(MMA-co-DVB), P(MMA-co-DVB-co-GMA) 25 % e P(MMA-
co-DVB-co-GMA) 50 %.

3.3.3 Area especifica e porosidade

A Figura mostra as isotermas dos nano-suportes de PM e PMD, enquanto a
Figura|3.10[ apresenta as isotermas dos nano-suportes heterofuncionais PMDG 25 %
e PMDG 50 %. Essas isotermas apresentam a capacidade adsorcao efetiva de cada
nano-suporte sintetizado.

Segundo a classificagdo da TUPAC (International Union of Pure and Applied

Chemistry) hé tipos distintos de isotermas e cada deles apresenta caracteristicas
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Figura 3.9: Analise de fisissorgao por nitrogénio. a) PMMA) e b) P(MMA-co-DVB).
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Figura 3.10: Analise de fisissor¢ao por nitrogénio. a) P(MMA-co-DVB-co-GMA) 25
% e b) P(MMA-co-DVB-co-GMA) 50 %.

particulares [I46]. Segundo essa classificacao, todos os nano-suportes sintetizados
foram compativeis com o tipo IV, haja visto que em todos os casos foi observada
o fenomeno de histerese, que indica a formacao de condensacao capilar de gas nos
poros dos nano-suportes, indicando a formagao de um material mesoporoso [145],
[146].

Ao observar as isotermas geradas para os nano-suportes é possivel verificar que o
homopolimero de PMMA apresentou uma isoterma que adsorveu menor quantidade
de gas em relagao aos demais nano-suportes, em decorréncia da saturacao rapida dos
seus poros a pressoes relativas mais baixas. Foi também observado que as demais
isotermas dos nano-suportes (PMD, PMDG 25 % e PMDG 50 %) requerem maior
quantidade de nitrogénio a uma pressao relativa mais elevada para que seus poros
fossem preenchidos, permitindo inferir que esses nano-suportes possuem um volume
de poros bem maior que o nano-suportes a base de PMMA [145], [152].

Quanto ao tipo da curva de histerese, os nano-suportes produzidos podem ser

associado ao tipo H1, que é caracteristico de material sélido aglomerado com mor-
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fologia esférica [146] ([152]). Além disso, foi possivel notar uma diferenca entre o
comportamento da curva de histerese do PMMA e dos demais nano-suportes. A
curvatura mais acentuada da curva do PMMA pode ser atribuido ao tamanho dos
poros, sendo possivel inferir que este material possui poros menores e estreitos. Este
tipo de poros gera diferengas pronunciada no processo de condensagao e evaporagao,
devido as maiores forcas de atracao resultantes da maior aproximacao das moléculas
[153].

As caracteristicas de cada material aqui comentadas foram confirmadas com o
auxilio das propriedades texturais analisadas de forma quantitativa e apresentadas
na Tabela [3.3] Nesse contexto, nota-se que a drea especifica aumentou de forma
expressiva com a adicao de DVB, confirmando resultados obtidos por outros auto-
res. Em particular, o processo de reticulacao das cadeias estabiliza a formagao de
poros de menor diametro por conta do empacotamento menos eficiente das cadeias
poliméricas. Nota-se também que as areas especificas diminuiram com a adicao de
GMA, o que pode ser ao menos parcialmente resultante do aumento dos tamanhos
médios das particulas e do processo de liofilizacao.

Com base nos valores dos diametros de poro obtidos, os nano-suportes podem

ser classificados como mesoporosos (diametro de poros entre 20 e 500 A) [145], [146].

Tabela 3.3: Propriedades texturais dos nano-suportes secos produzidos.

Amostra Area especifica Volume de Poros  Diametro de Poros
(m?/g) BET (em?®/g) BJH (A)
PM 70 0,20 114
PMD 110 0,88 319
PMDG 25 % 91 0,74 323
PMDG 50 % 85 0,63 295

3.3.4 Microscopia eletréonica de varredura - MEV

Algo importante a ser analisado é a caracteristica superficial dos nano-suportes, o
que é possivel com auxilio da técnica de microscopia eletronica de varredura. A
Figura[3.11| mostra micrografias dos nano-suportes a base de PMMA, sendo possivel
observar a presenca de nanoparticulas esféricas com diametros compativeis com os
medidos por espalhamento de luz. Além disso, as micrografias mostram que o ma-
terial é relativamente homogéneo que as particulas estao compactadas. E possivel
notar a presenca de pequenos espacos entre as particulas esféricas que constituem
o material seco, corroborando a andlise apresentada de fisissor¢cao sobre o tamanho
dos poros.

A Figura [3.12] apresenta micrografia do nano-suporte preparado com adigao de

DVB, sendo possivel observar a mesma estrutura ja discutida para o suporte de
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PMMA, o que parece corroborar a interpretacao proposta para os resultados discu-
tidos anteriormente e confirmar a compactagao das particulas durante o processo de

liofilizacao.

7mm |45 | ET0 | 2154

Figura 3.11:  Micrografias de MEV do nano-suporte PM com magnificacao de A)
200.000x e B) 500.000x.
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Figura 3.12: Micrografias de MEV do nano-suporte PMD com magnificacao de A)
200.000x e B) 500.000x.

As Figuras e apresentam micrografias dos materiais preparados com o
comonomero funcional GMA com 25 % e 50 %. Uma vez mais, é possivel observar
a mesma estrutura genérica ja discutida para o suporte de PMMA, corroborando a
interpretacao proposta para os resultados discutidos anteriormente e confirmando a
compactacao das particulas durante o processo de liofilizacao. Em particular, para o
nano-suporte produzido com 50 % de GMA, as micrografias comprovam a formacao
de nanoparticulas e a compactacao durante o processo de liofilizacao, apesar da im-
possibilidade de obter as distribui¢oes de tamanho das particulas presentes no latex
por espalhamento de luz. Vé-se também nesse caso que as particulas nanométricas
parecem estar mais aglomeradas que as demais, reforcando a interpretagao proposta
anteriormente sobre o processo de aglomeracao induzido pela interacao de grupa-

mentos epdxido de diferentes particulas.
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Figura 3.13: Micrografias de MEV do nano-suporte PMDG 25 % com magnificacao
de A) 200.000x e B) 500.000x.

Figura 3.14: Micrografias de MEV do nano-suporte PMDG 50 % com magnificagao
de A) 200.000x e B) 500.000x.

3.3.5 Espectroscopia de infravermelho por transformada de
Fourier- FTIR

Para verificar a incorporagao dos grupamentos, foi utilizado o espectro do PM como
base. A Figura [3.15] apresenta umm comparagao dos espectros de FTIR dos nano-
suportes produzidos com PMMA e P(MMA-co-DVB), sendo possivel verificar a
presenca das bandas de alongamento C-H do grupo metila (CHj) e metileno (CHy)
para ambos os espectros. A ocorréncia do alongamento simétrico do grupamento
CHj; ocorre em 3000 cm ™ e o alongamento C-H assimétrico para o grupamento CH,
aparece em 2952 cm ™! [149].

O grupamento mais importante para ser observado no espectro de PMMA ¢é o
grupo funcional éster (O=C-0O-). A presenga do grupo carbonila pode ser observada

1 que representa o alongamento mais intenso do espectro

na frequéncia 1729 cm™
[149]. Todas estas bandas também sao observadas para o espectro de P(MMA-co-
DVB), indicando assim a presenga do PMMA nesse nano-suporte [I54]. A Figura

3.15| indica também a presenca do DVB, como indicado na faixa entre 800 e 842
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Figura 3.15: Espectros de FTIR para o PMMA e P(MMA-co-DVB).

cm ™!, caracteristica da substituigdo do anel aroméatico [149].
As Figuras e comparam os espectros de FTIR dos nano-suportes pro-
duzidos com GMA. Basicamente o que diferencia os espectros é a presenca do anel

epoxido, pois as estruturas moleculares sao semelhantes.
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Figura 3.16: Espectros de FTIR do P(MMA-co-DVB) e P(MMA-co-DVB-GMA)
25 %.

Como a maioria dos picos discutidos anteriormente também aparece nos espec-

tros FTIR dos nano-suportes preparados com P(MMA-co-DVB-co-GMA), é possivel
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observar em particular o aparecimento de um pico caracteristico na banda de ab-

sorcao 910 cm ™! que pode ser atribuido ao alongamento assimétrico do anel epéxido

[149].

anel epoxido

Y
e 11
= i
*; w_v
k= :
= !
= CH, !
= i
wn i
g ICH,
— £
P

——PMDG 25 %
— PMDG 50 %

4000 3000 2000 1000

Comprimento de onda (cm ™)

Figura 3.17: Espectros de FTIR do P(MMA-co-DVB) e P(MMA-co-DVB-co-GMA)
50 %.

Por fim, foram gerados espectros de correlacao (Figura [3.18]) para os nano-
suportes produzidos e que confirmam que os materiais sao distintos, corroborando a

incorporacao dos diferentes componentes nas estruturas dos polimeros finais obtidos.
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Figura 3.18: Espectros de correlagdo dos FTIR dos diferetens materiais. a) PM x
PMD b) PMD x PMDG 25 % e ¢) PMDG 25 % x PMDG 50 %

3.3.6 Hidrofobicidade

A Tabela mostra os valores do angulo de contato para os nano-suportes pre-
parados. Dentre eles, o nano-suporte hidrofébico é o composto PMD, devido a
reticulagao das cadeias e ao carater hidrofébico do DVB. Este monomero apresenta
uma solubilidade em dgua de 5 mg/L [133].

Avaliando a incorporacao do comonoéomero funcional GMA, foi observado que os
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materiais produzidos com GMA apresentaram carater mais hidrofilico. Além disso,
a hidrofobicidade ficou mais acentuada com o aumento da concentragao de GMA, o
aumento no carater hidrofilico era esperado devido aos grupos funcionais epéxido do
GMA e maior solubilidade em agua desse monémero. Portanto, é possivel atestar
os diferentes graus de hidrofobicidade dos suportes obtidos.

Tabela 3.4: Hidrofobicidade dos nanosuportes

Reagoes Hidrofobicidade (°)
PM 61,15 £+ 5,33
PMD 64,13 £ 4,02
PMDG 25 % 53,31 £+ 1,36
PMDG 50 % 51,10 + 1,85

3.3.7 Teste de estabilidade quimica

Para testar a estabilidade quimica dos nano-suportes, estes foram submetidos a um
teste de solubilidade em THF. Para tanto, 0,015 g de amostras secas foram adici-
onadas a 3 mL de THF, um bom solvente para todos os materiais aqui relatados.
O teste de solubilidade ilustrado na Figura [3.19] mostra que os nano-suportes pre-
parados com DVB nao dissolveram em THF. Isso comprova que o DVB provocou
a reticulacao das cadeias, tornando os materiais insoliveis em solvente organicos.
Desse modo, as nanoparticulas heterofuncionais produzidas tém enorme potencial
para uso em processo de imobilizacao de enzimas, tendo em vista que a baixa solubi-

lidade na presenca de solventes organicos é fundamental para muitas das aplicagoes.

Figura 3.19: Teste de solubilidade de amostras em THF
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3.4 Consideracoes finais

Este trabalho teve a finalidade de preparar diferentes nano-suportes heterofuncio-
nais in-situ, por meio da técnica de polimerizagao, com carateristicas especificas de
porosidade, morfologia e funcionalidade. Para isto, foi estudada a copolimerizagao
dos monomeros MMA, DVB e GMA.

Constatou-se que os nano-suportes com o grupamento epéxido permitiram ob-
ter maiores taxas de reagao e maiores rendimentos. Foi observado também o au-
mento dos tamanhos médios de particula para maiores concentracoes de GMA, o
que pode ter resultado da interacao entre grupos funcionais presentes nas superficies
das particulas e consequentemente maiores taxas de aglomeracao.

Seguindo para as propriedades texturais, a adicao de GMA causou diminuicao
das areas especifica, o que pode também ser correlacionado ao aumento dos tama-
nhos médios das particulas e compactacao durante a etapa de secagem. No entanto,
na concentracao de 25 % de GMA foi verificado maior diametro de poro. Certa-
mente, esse diametro de poro, que pode favorecer a adsorcao da lipase CAL B. Essas
propriedades foram confirmadas por anélises independentes de MEV | que revelaram
a presenca de particulas esféricas e estrutura porosa em todos os materiais produ-
zidos, resultante do processo de compactagao durante a secagem e da formacgao de
espagos vazios resultantes do mau empacotamento das cadeias por conta da reti-
culagao na presenca do DVB.

Constatou-se com o auxilio das andlises de FTIR a presenga do grupamento
epéxido na composi¢ao dos nano-suportes (PMDG 25 % e PMDG 50 %), fato im-
portante para aumentar a capacidade de interacao com os grupamentos nucledfilos da
CAL B. Outro ponto confirmado foi a estabilidade quimica dos suportes pela adi¢ao
do agente de reticulacao DVB. Por conta da reticulacao, todos os copolimeros foram
insoluveis no teste de solubilidade em THF. Finalmente, coonfirmou-se o carater
hidrofilico adicionado aos nano-suportes heterofuncionais (PMDG 25 % e PMDG
50 %) pela incorporagao do monémero GMA.

Por conta de tudo o que foi aqui discutido, os nano-suportes heterofuncionais
(PMDG 25 % e PMDG 50 %) mostram potencial para o uso em imobilizag¢oes da
lipase CAL B.

64



Capitulo 4

Imobilizacao Enzimatica nos

Nano-suportes

Este capitulo trata da imobilizagao dos nano-suportes heterofuncionais produzidos
no Capitulo II. Na secao 4.1 é apresentado um breve resumo das observacoes feitas
nos Capitulo IT e III. J& na secao 4.2 é apresenta a descricao dos materiais e me-
todologia abordada para a imobilizagao dos nanosuportes, a qual seguiu o mesmo
protocolo adotado no Capitulo II. os resultados do desempenho dos biocatalisadores
nas reagoes de hidroélise e esterificagao sao apresentados na secao 4.3. Seguindo, na
secao 4.4 é abordado um comparativo entre o desempenho de alguns biocatalisado-
res do Capitulo II e os nano-suportes heterofuncionais. Na secao 4.5 é apresentado

alguns consideracoes a respeito do desempenho dos nano-suportes nas imobilizagoes
com lipase CAL B.

4.1 Revisao bibliografica

As lipases podem sofrer ativacao na interface dgua/6leo devido & presenca de uma
tampa que protege o sitio catalitico, pode ser exposto mediante o contato com uma
matriz hidrofébica. Por isso, o contato da proteina com a superficie é influenciado
por fatores como o grau de hidrofobicidade do suporte [7].

A presenca da tampa nao esta necessariamente ligada ao fenomeno de ativacao
interfacial. Por exemplo, a CAL B nao esta sujeita a esse fenomeno, embora possua
uma tampa que protege seu sitio catalitico. Estudos mostram que a CAL B inte-
rage mais com suportes de carater hidrofébico e isto tem sido bastante explorado
por véarios autores [55], [I36]. Contudo, suportes hidrofilicos tém também revelado
potencial para a realizagdo dessas imobilizagoes [7].

O uso de nano-suportes poliméricos em biocatalise apresenta vantagens asso-

ciadas a melhor difusao dos substratos e maximizacao da area de especifica, o que
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favorece a incorporacao de uma alta carga enzimatica. Ademais, estes nano-suportes
heterofuncionais apresentam a possibilidade da interacao com varios grupos funcio-
nais presentes na superficie, destacando-os dos demais suportes usados para conduzir
imobilizacoes [63], [L0], [11].

CAZABAN et al. [I55] imobilizaram a lipase Thermomyces lanuginosus (TLL)
em nanoparticulas de silica heterofuncional para a producao de biodiesel. Os supor-
tes apresentam estabilidade nas reacoes e conversoes em torno de 88 % na producao
de ésteres metilicos de acidos graxos. Comparando com lipase TLL comercial imo-
bilizada os autores CAZABAN et al. [I55] obtiveram 10 % a mais de rendimento
com as nanoparticulas de silica.

A possibilidade de incorporar diferentes funcionalidades em um nano-suportes
pode torna-lo mais especifico. Com isso, esses suportes oferecem condigoes para a
interagao tanto por adsorgao fisica quanto por ligagao covalente (com grupamento
funcionais das enzima). Portanto, reitera-se aqui a necessidade de realizar estudos
que busquem a melhor rela¢ao enzima/suporte, pois as caracteristicas do suporte, as
caracteristicas da enzima e o tipo de imobilizacao podem afetar o desempenho final
do biocatalisador. A Figura 4.1 apresenta a exemplo, como ocorre a imobilizagao de

enzimas em suportes heterofuncionais, a partir da mudanca de pH.

< - £,

&
5

Imobilizagio em suportes
heterofuncionais em pH 7

Ligagéo multiponto

Figura 4.1: Representacao esquematica para produgao de nanobiocatalisadores a
partir de nano-suportes heterofuncionais [2] (Desenho adaptado de [I]).

Nos processos de imobilizacao, é importante que o tipo de ligacao entre a enzima
e o suporte seja controlado, pois podem ocorrer problemas decorrentes de alteracoes
na conformagao da enzima e dessorc¢ao dessa proteinal49]. Por isso, é importante ter

algum conhecimento prévio da enzima, tais como a tolerancia ao ambiente quimico,
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grupos funcionais reativos e a presenca de regioes hidrofobicas ou hidrofilicas.

Um estudo prévio apresentado no Capitulo 2 com vérios tipos de suporte usados
na imobilizacao da lipase CAL B forneceu informagoes importantes sobre a natureza,
composicao quimica e hidrofobicidade dos polimeros estudados. Ao todo, um grupo
de 24 suportes usados para imobilizar a CAL B e testados nas mesmas condigoes
reacionais de hidrolise e esterificacdo, com o intuito de avaliar o comportamento
destes suportes como matrizes em contato com a lipase CAL B. Com os resultados
obtidos no Capitulo 2, foi possivel estabelecer uma metodologia para obtengao de
nano-suportes poliméricos heterofuncionais baseados em fatores como composi¢ao
quimica, area especifica e grau de hidrofobicidade.

No Capitulo 3 foi apresentado um estudo da sintese para a producao de nano-
suportes heterofuncionais, sendo que o grupamento epdxido foi escolhido para a
sintese por conta da alta reatividade e interagao com os grupamentos nucledfilos da
CAL B. Além disso, avaliou-se como a adicdo do GMA (que possui o grupamento
epoxido) afeta propriedades texturais importantes, como a porosidade, tamanho de
particula e morfologia. Os suportes produzidos disponibilizaram alta area especifica,
porosidade elevada e morfologia esférica.

Este capitulo apresenta resultados relacionados a imobilizagdo da enzima CAL
B sobre os nano-suportes a base de PMMA, P(MMA-co-DVB), P(MMA-co-DVB-
co-GMA) 25 % e P(MMA-co-DVB-co-GMA) 50 % apresentados no Capitulo 3. As
caracteristicas dos suportes, como area especifica, porosidade, a presenca do grupo
funcional GMA e grau de hidrofobicidade, foram avaliadas na interacao com a CAL
B. Além disso, foi avaliada a atividade desses nano-suportes nas reacoes de hidrolise

e esterificacao.

4.2 Materiais e metodologia

4.2.1 Enzima

A enzima utilizada na imobilizacdo dos nano-suportes foi a Lipozyme® CAL B,
Lipase Candida antarctica do tipo B no estado solivel fornecida pela empresa No-

VORYIMeES.

4.2.2 Suportes

A Tabela apresenta os nano-suportes sintetizados no Capitulo 3 e utilizado nas

imobilizagoes.
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4.2.3 Reagentes

A Tabelaf. T apresenta a lista de reagentes utilizados com e respectivos fornecedores.

Tabela 4.1: Descricao dos reagentes utilizados nos ensaios de imobilizacao por ad-
sorc¢ao fisica.

Reagentes Pureza (%) Fornecedor
Acetona > 99 Synth
Acetonitrila > 99 Sigma-Aldrich
Acido oléico > 99 Synth
Dimetilsulféxido > 99 Sigma-Aldrich
Etanol > 99 Synth
Fosfato d(/a §édio > 99 Synth
monobasico
Hidroxido de sédio > 99 Vetec Quimica Fina
p-nitrofenil laurato > 99 Sigma-Aldrich

4.2.4 Processo de imobilizacao por adsorcao fisica

O método utilizado para imobilizacao foi a adsorgao fisica, segundo os protocolos
propostos por PINTO et al. [61], PINTO et al. [86] e que estao detalhados a seguir.

O primeiro passo foi preparar uma solugao primaria contendo a lipase CAL B em
tampao fosfato 5 mM. Em seguida aliquotas de 10 mL desta solucao eram retiradas,
equivalentes a uma carga enzimatica de 176 U/g. Por fim, as solugoes eram postas
em contato com 1g dos nano-suportes secos e agitadas a 36 rpm por 24 h. Com
a finalidade de acompanhar a curva cinética de imobilizacao durante o processo,
aliquotas de 150 pL foram retiradas do sobrenadante nos tempos de amostragem
iguais a 0, 30 min, 1 h, 2 h, 4 h e 24 h.

Ao término das imobilizacoes os biocatalisadores foram filtrados e lavados com
tampao fosfato de sédio (5 mM e pH 7) para garantir a neutralidade do meio.
Concluida a lavagem, os biocatalisadores foram condicionados na geladeira (18 °C)

para posterior avaliagao de desempenho nas reagoes de hidroélise e esterificacao.

4.2.5 Cinética de imobilizacao

A construcao da curva cinética de imobilizacao baseou-se na quantificacao de enzi-
mas ainda presentes no sobrenadante, por meio da hidrélise do substrato (p-PNL).

A reagao hidrolitica foi acompanhada no espectrofotometro (UV-1800 modelo,
fornecido pela Shimadzu) através da mudanca de coloragdo do substrato, ja que a
acao catalitica da lipase origina um produto de cor amarelada que pode ser quantifi-
cado mediante a absorcao no comprimento de onda 412 nm. O aumento da concen-

tragao do produto formado é observado por meio da intensidade de absorcao nesta
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regido por volume de solugao enzimatica (0A/6T), com auxilio da Lei Lambert-Beer
[87].

A reagao hidrolitica foi realizada por meio da adicao de 2,2 mL de tampao
fosfato de sodio (25 mM e pH 7) e 0,25 mL de substrato em uma cubeta de vidro.
Em seguida, a cubeta foi inserida no espectrofotometro e deu-se inicio a leitura
do equipamento. Posteriormente, e apds o registro da linha de base da leitura,
adicionaram-se 20 plL. do sobrenadante. Para o calculo de atividade hidrolitica do
sobrenadante foi utilizada Equacao [4.1}

aVif

Ahidro = ‘/6 (4 1)

em que:

Apiaro-atividade hidrolitica (UI/mL);

a: corresponde ao coeficiente angular da reta (absorbancia/min);

V¢: volume final do meio reacional (mL);

f: fator de correlagao obtido pela curva de calibracao do p-nitrofenol em tampao
fosfato de 25 mM a 30 °C;

Ve: volume de sobrenadante (enzima) adicionado ao meio reacional (mL).

Ao final, foi possivel obter a atividade hidrolitica (Ul/mL) em (UIl/gsuporte), POis
o valor em (UI/mL) foi multiplicado por um fator conversao de unidades igual a
10 e dividido pela massa de suporte. Esse valor reflete a quantidade necesséria de

enzima para catalisar a formagao de 1 umol de produto (p-nitrofenol) por minuto.

4.2.6 Rendimento

O rendimento de imobilizac¢ao (RI) foi calculado como a diferenga entre a atividade
hidrolitica da solugao enzimatica antes da imobilizac¢ao (A;) e a atividade hidrolitica
apos o processo de imobilizacao (Af). A Equagao apresenta o valor de RI, dado

como uma porcentagem do valor inicial de A;,
A —A
RI(%) = Tfmo (4.2)
sendo:

A é a atividade enzimatica da solugao no inicio da imobilizacao (UI/g);

Af é atividade verificada apds as 24 h de imobilizagao.

4.2.7 Reacgao de hidrdlise

A atividade hidrolitica foi determinada com auxilio da hidrélise do (p-NPL) em um
tampao fosfato (25 mM e pH 7), tendo como produto o p-nitrofenol. A reacao ocor-

reu em um cubeta monitorada por espectrofotometro (UV-1800 modelo, fornecido
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pela Shimadzu), utilizando um comprimento de onda 412 nm. Inicialmente foram
adicionados 0,01 g de biocatalisadores (enzima ja imobilizada) a cubeta que continha
2,2 mL de tampao e 250 puLi do substrato. A leitura teve duracao de 8 min, sendo que
a cubeta sofria uma leve agitacao de 10 em 10 segundos para a homogeneizacao do
meio. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como sendo a quantidade
de enzima capaz de hidrolisar 1 pmol de p-NPL por minuto em pH 7 a 30 °C. A
Equacao 4.3 apresenta o calculo de atividade enzimatica da reacao de hidrolise para
a enzima imobilizado ao suporte Ayigo (Ul/g),
aVrf

Airoz 43
o = 31 (43)

sendo:

a : corresponde ao coeficiente angular da reta (absorbancia/min);

Vf : volume final do meio reacional (mL);

f: fator de correlagao obtido pela curva de calibracao do p-nitrofenol em tampao
25 mM a 30 °C;

Mb : massa de biocatalisador (g).

4.2.8 Reacao de esterificacao

A reacao de esterificacao do dcido oléico com etanol razao molar de 1:1 (etanol : acido
oléico) foi iniciada com a adi¢ao de 0,2 g de biocatalisador ao meio reacional que
continha 4,5 mL de acido oléico e 0,827 mL de etanol, em um reator aberto, provido
de agitacdo magnética e conectado a um banho termostético (45 °C). O tempo de
reacao foi de 24 h, mantido sob agitacao moderada de uma agitador magnético. Nos
tempos de amostragem de 15, 30, 45 e 120 minutos foram retiradas aliquotas para
o calculo da atividade de esterificacao.

A atividade de esterificacao foi gerada por meio do monitoramento do consumo de
acido oléico (ou a formagao em pmols de oleato de etila) por minuto. A Equagao
apresenta o calculo usado para caracterizar a atividade de esterificacao, caracterizado

pelo consumo de NaOH (0,08 M) durante a titulagao.

1000(Vvaoro — VNaort)Cnaor Vs
Vet M,

Aester = (44)

em que:

V(NaoH0): € 0 volume hidréxido de sédio (NaOH) gasto na titulacao da amostra
no tempo zero (mL);

V(naomp): € o volume hidréxido de sédio (NaOH) gasto na titulacao das amostras
nos tempos t (mL);

C(neom): molaridade da solugao de NaOH (mol/L);
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V: volume final do meio reacional (mL);
Ve: volume de aliquota retirada do meio reacional para titulagao (mL);
t: tempo (min);

M,: massa de biocatalisador usado na reacao (g).

4.3 Resultados

A Tabela apresenta os resultados dos testes realizados com os nano-suportes (PM
e PMD) e os nano-suportes heterofuncionais (PMDG 25 % e PMDG 50 %) utilizados
na imobilizacao da lipase CAL B. Primeiramente, sao apresentado os dados de area
especifica e grau de hidrofobicidade, como discutido no Capitulo 3, para referéncia
e embasamento da discussao proposta.

Tabela 4.2: Parametros obtidos para os nanobiocatalisadores com carga inicial en-
zimdtica de 176 U/g. A., = drea especifica, Rjp0, = rendimento de imobilizacao,
Ghigro = grau de hidrofobicidade, Ay;q4., = atividade de hidrélise e A4, = atividade
de esterificagao.

Aesp o Rimob Athidro Atester
Amostra (m?/g) Gtigro () (%0)  (U/gbioc)  (U/8bioc)
PM 70 61 £ 5 72 1 39
PMD 110 64 £ 4 99 11 50
PMDG 25 % 91 53 £ 1 98 9 254
PMDG 50 % 80 51l £+ 2 98 4 218

Os rendimentos de imobilizagao apresentados na Tabela Tabela 4.2 mostram
que os nano-suportes preparados na presenca de DVB imobilizaram praticamente
100 % da enzima disponivel. Além disso, os dados mostram que a menor area es-
pecifica e a hidrofobicidade nao parecem ser os fatores determinantes para explicar
o baixo desempenho relativo do PMMA em relacao aos demais suportes. Afinal,
o PMMA tem hidrofobicidade intermediaria entre os materiais produzidos e prati-
camente 90 % da &rea superficial do suporte PMDG 50 %. Portanto, a natureza
quimica da superficie do suporte parece ser também fator relevante para explicar
os dados obtidos. Dados semelhantes foram obtidos por GUISAN et al. [120] ao
imobilizar Escherichia coli em suportes comerciais baseados em epdxido.

Os valores de atividade de hidrélise para os nano-suportes nao foram tao expres-
sivos quanto as atividades de esterificacao, porque a CAL B nao é caracterizada por
desempenhos excepcionalmente bons na hidrolise. E possivel ainda observar a forte
influéncia da area especifica nos desempenhos dos nanobiocatalisadores na hidrolise.
Conforme a area especifica dos suportes aumenta, aumenta também a atividade hi-
drolitica. Essa andlise parece indicar que a reducao da éarea especifica dificultou a
difusao da substrato até a enzima. Outros autores também ja relataram a influéncia

de fatores difusionais para explicar a atividade de hidrélise promovida por enzimas

71



suportadas [65].

A Tabela também mostra a conversao do acido oléico em oleato de etila,
analisada com auxilio da atividade de esterificacao. De acordo com a Tabela 4.2}
os nano-suportes heterofuncionais (PDGM 25 % e PDGM 50 %) permitiram obter
um desempenho superior na esterificacao, quando comparados aos demais suportes.
Evidentemente, nao foi possivel observar uma relagao direta entre o grau de hidrofo-
bicidade e atividade desempenhada por esses nanobiocatalisadores. Este resultado
confirma observagoes de outros autores JIN et al. [88] e IDRIS ¢ BUKHARI [22]
de que a CAL B nao apresenta fenomeno relevante de ativagao interfacial e que
esta ativacao depende da interacao com o suporte, que por sua vez depende das
propriedades do suporte.

De acordo com o estudo de MATEO et al. [I18], ap6s 24 h de imobilizacao foi
possivel obter um percentual de 10 a 20 % de grupamentos epdxidos envolvidos na
imobilizacao. Acredita-se que o grupamento epéxido consegue estabelecer algumas
ligagoes covalentes em pH neutro, desde que anteriormente tenha sido realizada
uma adsorcao fisica. Portanto, pode ser inferido que esses suportes heterofuncionais
epoxidicos hidrofilicos (PMGD 25 % e PMGD 55 %) tenham realizado algumas
ligagoes covalentes com a enzima durante o processo de adsorc¢ao fisica no pH neutro,
antes mesmo de ocorrer uma mudanca para o pH basico. Com a ocorréncia dessas
ligacoes, pode ter sido possivel obter um aprisionamento mais efetivo da CAL B, nao
alterando a conformacgao da enzima e deixando o sitio ativo livre para o substrato.
Trata-se de um problema que, no entanto, deve ser analisado com mais profundidade
no futuro proximo.

Deve-se ressaltar que o monomero GMA é um componente dispendioso que os
demais monomeros utilizados. Dessa forma, o conjunto de dados mostra o nanobi-
ocatalisador com 25 % de GMA pode ser considerado como o mais promissor, pois
nao seria necessaria uma quantidade grande para obter um biocatalisador com alto
rendimento de imobilizagao e excelente desempenho nas atividades de esterificagao.

A Figura [4.2] apresenta as cinéticas de imobilizacgao da CAL B sobre os nano-
suportes (PM, PMD, PMDG 25 % e PMDG 50 %). Os dados gerados para a
construcao das curvas correspondem as quantidades residuais da CAL B no sobre-
nadante ao longo das 24 h. A cinética de imobilizacao foi sempre muito rapida,
pois ap6s 30 min de reagao a quantidade enzima imobilizada no suporte atingiu
em todos os casos mais de 80 %. Outro resultado importante é que as altas dreas
especificas dos nano-suportes com que eles adsorvessem praticamente toda a carga
enzimatica inicial, minimizando a importancia de outras variaveis sobre o processo,
como no caso do grau de hidrofobicidade. Apenas o nano-suporte a base de PMMA
nao imobilizou toda a quantidade de enzima disponivel no inicio do processo. Essa

menor capacidade de adsor¢ao do PMMA foi discutida no Capitulo 3 com o auxilio
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da andlise de fisissorcao, que mostrou que esse suporte esta sujeito a saturagao
rapida dos poros, como consequéncia de serem pequenos. Com isto, possivelmente

a quantidade de enzima tenha saturado os poros.
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Figura 4.2: Cinéticas de imobilizacao da CAL B sobre os nano-suportes preparados.

Finalmente, as Figuras e mostram os gréaficos de hidrofobicidade wversus
atividade de hidrélise e esterificacao, respectivamente. Como comentado anteri-
ormente, esses graficos nao mostram a influéncia do grau de hidrofobicidade nas
atividades desempenhadas pelos biocatalisadores. Pelo contrario, é possivel notar
que os suportes heterofuncionais hidrofilicos apresentaram melhores desempenhos.
Com base nesses graficos e nas discussoes propostas, evidentemente propriedades
como a area especifica, a porosidade e a composicao quimica constituem fatores de
extrema relevancia para explicar o desempenho final de um biocatalisador, e nao

apenas a hidrofobicidade ou a intensidade da interagao hidrofébica com o suporte.

4.4 Comparacoes entre os biocatalisadores

Uma comparacao dos desempenhos observados para os biocatalisadores estudados
no Capitulo 2 e 4 é apresentada na Tabela Para isso, foram selecionados 2
biocatalisadores de cada grupo com os melhores desempenhos na atividade de es-
terificacao. Do primeiro grupo constituido por suportes com baixa area especifica
destacaram-se P(MMA-co-DEAEMA)60-40 % e R65. No segundo grupo composto
de suportes comercias, destacaram-se o Poly 7 e Accurel. Finalmente, no terceiro

grupo formado pelos nano-suportes preparados no CApitulo 3, destacaram-se os
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Figura 4.3: Relagao entre grau de hidrofobicidade e atividade de hidrélise para os
biocatalisadores preparados.
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Figura 4.4: Relagao entre grau de hidrofobicidade e atividade de esterificagao para
os biocatalisadores preparados.

nano-suportes PDGM 25 % e PDGM 50 %.

Nesse contexto, os suportes descritos na Tabela apresentam diferentes ca-
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Tabela 4.3: Parametros obtidos para os nanobiocatalisadores. Ay, = area especifica,
Rimop = rendimento de imobilizagao, Gpigo = grau de hidrofobicidade, Atpg.o =
atividade de hidrélise e At.q., = atividade de esterificacao.

Aesp Rimob Aester Aester/ Aesp
ARy S () (Vg (C/u?)
P(MMA-co-
DEAEMA)60-40 0 63 o1 296 0
%o
R65 0 96 98 268 0
Poly 7 86 95 97 348 4
Accurel 27 95 6 130 5
PMDG 25 % 91 53 98 254 3
PMDG 50 % 80 51 98 218 3

racteristicas quanto a area especifica e ao grau de hidrofobicidade. Em termos
de rendimento de imobilizacao, a maior parte dos suportes apresentaram bom de-
sempenho, com ressalva para o P(MMA-co-DEAEMA) e Accurel, que levaram a
rendimentos de imobilizacao muito baixos, o que provavelmente pode ser creditado
as relativamente baixas dreas especificas. No caso do Accurel, como esse material é
constituido essencialmente por polipropileno expandido, a auséncia de grupos fun-
cionais polares pode também explicar a menor interacao da enzima com o suporte
(ref).

Com relacao as atividade de esterificacao, nota-se que os suportes do Capitulo 2
tiveram um desempenho relativamente melhor, embora todos tenham apresentado
atividade superior a 200 U/gp;,, com exce¢ao do Accurel. E possivel observar que o
suporte R65 interage fortemente com a enzima por interacoes hidrofébicas, ja que
este material possui baixa area especifica e a maior concentracao de enzima se en-
contra na superficie e em posicoes favoraveis a exposicao do sitio catalitico. Como
consequencia, esse tipo de interacao nao provoca mudancas na conformacao da en-
zima e parece justificar por que o suporte R65 mostrou atividades pronunciadas.
Este mesmo efeito, foi observado por PINTO et al. [61] ao estudar a imobilizacao
da CAL B em particulas casca-nicleo, quando obtiveram elevadas atividades hi-
droliticas com alguns nicleos que nao exibiam porosidade.

O mesmo aconteceu para o suporte de baixa drea especifica P(MMA-co-
DEAEMA), embora nesse caso seja possivel que o grupo da amina tercidria do
PDEAEMA tenha realizado algumas ligacoes covalentes com a enzima. Decerto,
o atomo de nitrogénio do grupamento PDEAEMA ¢é mais reativo que o atomo de
oxigenio tendo a capacidade de doar seu par de elétrons com maior rapidez. Em
resumo, essas duas com baixa drea superficial R65 ¢ P(MMA-co-DEAEMA) per-

mitiram melhores desempenhos que os nanosuportes heterofuncionais. Contudo, o
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uso dos nano-suportes pode permitir o aumento da carga de enzimas, enquanto que
provavelmente os suportes de baixa area especifica ja estejam saturados de enzima.
Essa hipdtese devera ser testada no futuro préximo.

Para comparar de outra forma os desempenhos dos suportes heterofuncionais e
dos suportes comerciais, a atividade de esterificacao foi divida pela area especifica
de cada um dos suportes para uma melhor visualizacao dessas atividades. Apesar
do Accurel ter proporcionado uma atividade de esterificacao menor que dos outros
suportes, quando essa atividade ¢ dividida pela area especifica ele apresenta a maior
atividade por area imobilizada de biocatalisador dentre todos os suportes. E impor-
tante enfatizar que os resultados obtidos para os nano-suportes heterofuncionais nao
ficaram muitos distintos dos demais suportes de forma que alguns ajustes podem
ser feitos nas condigoes de preparo para melhorar ainda mais o desempenho desses

nanobiocatalisadores.

4.5 Consideracoes finais

Esse capitulo tratou da imobilizagao da lipase CAL B nos nano-suportes apresenta-
dos no Capitulo 3. Primeiramente, constatou-se a alta capacidade de carga desses
nano-suportes por meio das rapidas cinéticas de adsorcao da lipase CAL B, que
levaram a rendimentos de imobilizagao superiores a 90 %. Além disso, notou-se a
influéncia da &area especifica destes materiais nas atividades de hidrolise, havendo
aumento da atividade hidrolitica com o aumento de area especifica, o que possivel-
mente indica a existéncia de resisténcias difusionais para o substrato. Na reacao de
esterificacao constatou-se melhores desempenhos dos nano-suporte heterofuncionais
que continham GMA, em relagao aos nano-suportes convencionais que nao conti-
nham grupamentos epéxido. Finalmente, foi observado desempenho competitivo
dos nano-suportes preparados, em relagao a suportes comerciais, embora algumas
caracteristicas dos nano-suportes possam ainda ser melhoradas por meio da oti-

mizacao do conteido de GMA e das condigoes de preparo.
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Capitulo 5
Conclusoes

Com base no estudo realizado no presente trabalho, que realizou a imobilizacao da
CAL B em 28 suportes, constatou-se nao haver uma relacao direta entre o grau
de hidrofobicidade dos suportes e o aumento das atividades de hidrélise e de este-
rificagdo em imobilizagoes com a lipase CAL B. Dessa forma, ficou caracterizada
a forte influéncia da composicao da superficie do suporte sobre a intensidade das
interagoes enzima/suporte.

Com base na sintese dos novos biocatalisadores funcionais propostos, também
foi possivel constatar que a adicao do grupamento epdxido por meio do mondmero
GMA provocou aumento no tamanho médio das particulas devido a sua alta rea-
tividade, que ocasionou maior interacao entre os grupamento epdéxido de diferentes
particulas, promovendo a aglomeracao. Além disso, consequentemente houve con-
tribui¢oes desse mondomero tanto no aumento do volume quanto no aumento do
diametro de poros. Deve-se também considerar que os nano-suportes produzidos na
presenca de DVB foram insoluveis em THF, por conta da estabilidade quimica e
porosidade conferidas pelas reagoes de reticulacao..

Com base em ensaios de imobilizagao da lipase CAL B nesses nano-suportes,
foi observada a alta capacidade de carga dessas matrizes, as quais adsorveram em
menos de 5 h quase 100 % de enzima. Especificamente sobre o desempenho da
atividade de hidrélise, a area especifica mostrou grande influéncia no aumento de
atividade por conta da provavel existéncia de resisténcia difusional do substrato. No
que diz respeito a atividade de esterificacao, os suportes heterofuncionais (PMDG 25
% e PMDG 50 %) estabeleceram melhores ligagdes com a enzima, fazendo com que
fossem obtidos resultados significativos na conversao do oleato de etila, quando com-
parado com os resultados obtidos como os nano-suportes convencionais preparados
sem GMA.

Algumas ressalvas precisam ser feitas quanto ao processo de secagem por meio
da liofilizacao, que provocou uma agregacao entre as particulas o que pode eventu-

almente afetar o desempenho desses materiais na preparacao de biocatalisadores. E
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preciso desenvolver uma técnica de secagem e recuperagao das particulas que pre-
serve a distribuicao de tamanhos original das particulas preparadas na polimerizagao
em emulsao.

De forma geral, o estudo mostrou que hidrofobicidade nao é o unico fator de-
terminante na escolha de um suporte, mas o conjunto de propriedades do material,
dentre as quais devem ser destacadas a porosidade, a area especifica, a estabili-
dade quimica, e os grupos funcionais presentes na superficie dos suportes. Como
mostrado no presente trabalho, apesar da lipase ser uma enzima lipofilica, suportes
mais hidrofilicos podem levar a desempenhos de imobilizacao e catélise melhores que
suportes menos hidrofilicos, por conta do balanco de propriedades e caracteristicas
desses materiais.

Por fim, os nano-suportes desenvolvidos nesse trabalho contribuiram para am-
pliar o conjunto de suportes disponiveis na literatura, introduzindo materiais mais

hidrofilicos com GMA para produzir uma nova classe de biocatalisadores.

5.1 Trabalhos futuros

e Estudos sobre a capacidade de saturagao dos nanosuportes P(MMA-co-DVB-
co- GMA) 25 % GMA,;

e Estudos envolvendo os ciclos de reuso desses nanobiocatalisadores;

e Estudos explorando a composi¢ao P(MMA-co-DVB-co- GMA) 25 % em outras

técnicas de polimerizacao para produzir devem ser conduzidos;

e Aprofundar o estudo dos fenomenos interfaciais existentes na interacao en-

zima/suporte.
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Apeéendice A

Estrutura quimica dos monoémeros
utilizados na producao de cada
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